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3Lyhenteet ja symbolit
A Kalibrointisuoran kulmakerroin
2-AA 2-aminoakridoni
ABN 4-aminobentsonitriili
ac Geelin huokosen säde
AHNS 4-amino-5-hydroksinaftaleeni-2,7-disulfonihappo
AM Membraanin ja kanavan pinta-ala
ANA 5-aminonaftaleeni-2-sulfonaatti
3-ANDA 3-aminonaftaleeni-2,7-disulfonihappo
ANDSA 7-aminonaftaleeni-1,3-disulfonihappo
2-ANSA 2-aminonaftaleeni-1-sulfonihappo
5-ANSA 5-aminonaftaleeni-2-sulfonihappo
ANTS 8-aminonaftaleeni-1,3,6-trisulfonihappo
2-AP 2-aminopyridiini
APTS 9-aminopyreeni-1,4,6-trisulfonihappo
6-AQ 6-aminokinoliini
Ara Arabinoosi
AsFFF Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi
aT Termodiffuusiotekijä
A2 Toinen viriaalikerroin
b Vakio
BCDC N-bentsyylikinkonidiumkloridi
Bio-Gel P-6 SEC-stationaarifaasin kauppanimi
Bio-Gel TSK XL SEC-stationaarifaasin kauppanimi
Bio-Sil SEC SEC-stationaarifaasin kauppanimi
BRF Poikkeavan matelun fluktuaatiomalli
c Konsentraatio
C Polymeeriliuoksen konsentraatio
CBQCA 3-(4-karboksibentsoyyli)-2-kinoliinikarboksialdehydi
CDCl3 Deuterotrikloorimetaani
CDTA Sykloheksaani-trans-1,2-diamiinitetra-asetaatti
CE Kapillaarielektroforeesi
CHCl3 Trikloorimetaani
-CH2COONa Natriumasetaattisubstituentti
CH3 Metyyli
Ci Konsentraatio hetkellä i
CM Moolimassakalibrointisuoran vakio
CMC Karboksimetyyliselluloosa
CMHEC Karboksimetyylihydroksietyyliselluloosa
CsI Cesiumjodidi
CTAB Setyylitrimetyyliammoniumbromidi
t-C4H9 trans-Butyyli
(C5H10O5)n Selluloosa
C2H12O6 Glukoosi
4C* Kietoutuneisuusaste
D Diffuusiokerroin
DAc Asetyloitumisaste
DE Esteröitymisaste
dH Hydrodynaaminen säde
DLS Dynaaminen valonsirontadetektori
DM Metyloitumisaste
DMAc Dimetyyliasetamidi
DMSO Dimetyylisulfoksidi
DNA Deoksiribonukleiinihappo
dn/dc Taitekertoimen muutos konsentraation suhteen
dp Partikkelin halkaisija
Dp Polydispersiivisyys
DP Polymeroitumisaste
ds Stokesin säde
DT Termodiffuusiokerroin
dx/dT Lämpö
Dxt Dekstraani
ED Elektrokemiallinen detektori
EDTA Etyleenidiamiinitetraetikkahappo
EFFF Sähkökenttävirtausfraktiointi
ELSD Haihduttava valonsirontadetektori
engl. Englanniksi
EOF Elektro-osmoottinen virtaus
ESI Sähkösumutusionisaatio
f Kitkakerroin
F Poikittaiskentän voima
FD/MS Kenttädesorptiomassaspektrometri
FerA Ferulihappo
FFF Kenttävirtausfraktionti
FlFFF Poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi
Ficoll Sakkaroosi-epiklorohydriini-heteropolymeeri
FL7 Anioninen pinta-aktiivinen aine (kauppanimi)
FTICR-MS Fourier muunnos-ionisyklotroniresonanssi-massaspektrometri
FTIR Fourier muunnos-infrapunaspektrometri
FT-MS Fourier muunnos-massaspektrometri
g Gravitaatiokenttä
GaA Galakturonihappo
GAG Glykosamiiniglykaani
Gal Galaktoosi
GalA Galakturonihappo
GFC Geelisuodatuskromatografia
GPC Geelipermeaatiokromatografia
-H Vetysubstituentti
1H NMR Protoniydinmagneettiresonanssispektroskopia
HEC Hydroksietyyliselluloosa
HES Hydroksietyylitärkkelys
5HFlFFFF Onttokuitupoikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi
HPC Hydroksipropyyliselluloosa
HPMC Hydroksipropyylimetyyliselluloosa
H2O Vesi
H2O2 Vetyperoksidi
i Indeksiarvo
I Ionivahvuus
I.D. Sisähalkaisija
Ii Resonanssipiikin intensiteetti hetkellä i
IP Sisääntulopainemittari
IS Sisäinen standardi
k Boltzmannin vakio
K Mark-Houwink-vakio
Kav Kromatografinen jakautumisvakio
Ke Elektroforeettinen vakio
KIO4 Kaliumperjodaatti
kM Moolimassakalibrointisuoran kulmakerroin
Kr Taitekerroindetektorin vakio
K* Optinen vakio
o Partikkelijakauman etäisyys akkumulaatioseinämästä
L Virtauskanavan pituus
LiChrospher SEC-stationaarifaasin kauppanimi
LiCl Litiumkloridi
LIF Laserindusoitu fluoresenssidetektori
LiNO3 Litiumnitraatti
LS Valonsironta
L1 Sauvamaisen molekyylin pituus
m Partikkelin massa
M Moolimassa (g/mol)
MALDI Matriisiavusteinen laser-desorptioionisaatio
MALDI-TOF-MS Matriisiavusteinen laser-desorptioionisaatio
lentoaikamassaspektrometri
MALLS Monikulmavalonsirontadetektori
MC Metyyliselluloosa
MEK Metyylietyyliketoni
MHz Megahertsi
Mi Kromatogrammin i:s massasegmentti
ml Millilitra, 10-3 l
MMC Moolimassakalibrointi
Mn Numerokeskiarvomoolimassa
Mp Piikin huipun moolimassa
MS Massaspektrometri
Mv Viskositeettikeskiarvomoolimassa
Mw Painokeskiarvomoolimassa
Mz Varauskeskiarvomoolimassa
MWD Moolimassajakauma
m/z Massa-varaussuhde
6n Polymeeri-liuotin-vakio
N Molekyylien lukumäärä
NA Avogadron vakio
NaCl Natriumkloridi
NaClO Natriumhypokloriitti
NaCMC Natriumkarboksimetyyliselluloosa
NaI Natriumjodidi
NaNO3 Natriumnitraatti
NaOAc Natriumasetaatti
NaOH Natriumhydroksidi
NaPSS Natriumpolystyreenisulfonaatti
Na2SO4 Natriumsulfaatti
ND/YAG Neodymium-laser
NH4OAc Ammoniumasetaatti
nl Nanolitra, 10-9 l
nm Nanometri, 10-9 m
NM Molekyylin massaelementtien lukumäärä
NMR Ydinmagneettiresonanssispektroskopia
n0 Liuottimen taitekerroin
OAc Asetyyliesteriryhmä
OH Hydroksyyli
OMe Metyyliesteriryhmä
PAA Polyakryyliamidi
PAD Pulssitettu amperometrinen detektori
Pec Pektiinistandardi
PEG Polyetyleeniglykoli
PEO Polyetyleenioksidi
Pi Sisääntulopaine
P(O) Partikkelin muototekijä
PLgel 5Wm MIXED SEC-stationaarifaasin kauppanimi
PMMA Poly(metyylimetakrylaatti)
PMP 1-fenyyli-3-metyyli-5-pyratsoloni
PMPMP 1-(3-metoksi)fenyyli-3-metyyli-4-pyratsoloni
PPG Polypropyleeniglykoli
ppm Miljoonasosa
PSCE Kapillaarielektroforeesi käyttämällä polymeeriliuoksia
Pul Pullulaani
r Pallomaisen molekyylin säde
R Yleinen kaasuvakio
R(O) Rayleighin suhde
Rg Hyrräsäde
Rha Ramnoosi
RI Taitekerroindetektori
Ri Taitekerroin
rM Matriisipolymeerin aksiaalinen paksuus
R1, R2, R3, R4 Viskometrisen detektorin kapillaari
SA Sulfaniliinihappo
7SdFFF Sedimentaatiokenttävirtausfraktiointi
SEC Kokoekskluusiokromatografia
SEC/VISC/MALLS Kokoekskluusiokromatografia-viskometri-monikulmavalonsi-
ronta
Sephadex SEC-stationaarifaasin kauppanimi
Sepharose CL-6B SEC-stationaarifaasin kauppanimi
S/N Signaali-kohinasuhde
Synchropak GPC-100 SEC-stationaarifaasin kauppanimi
T Lämpötila
THF Tetrahydrofuraani
ThFFF Lämpökenttävirtausfraktiointi
TOA Termo-optinenabsorbanssidetektori
tR Retentioaika
TRSE 5-karboksitetrametyylirodamiinisukkimidyyliesteri
TSK-Gel PW SEC-stationaarifaasin kauppanimi
t0 Pidättymättömän yhdisteen retentioaika
U Poikittaisvirtauskentän virtausnopeus
UC Universaalikalibrointi
UV Ultravioletti
Vc Poikittaisvirtausnopeus
Vh Partikkelin hydrodynaaminen tilavuus
Vout Eluentin virtaus kanavan ulostulossa
v/v Tilavuuksien suhde (volume per volume)
V0 Virtauskanavan tilavuus
w Virtauskanavan paksuus
W Näytteen massa
Waters E-1000 SEC-stationaarifaasin kauppanimi
w/v Massan suhde tilavuuteen (weight per volume)
Xi Partikkelin i:nnen elementin etäisyys sen massakeskipisteestä
Xyl Ksyloosi
z Näytteen fokusointietäisyys kanavan sisääntulosta
Å Ångström, 0,1 nm
? Mark-Houwink-eksponentti
A Kalibrointisuoran eksponentti
G Kemiallinen siirtymä (ppm) NMR:ssa
FP Paine-ero
FT Lämpötilan muutos kanavan paksuuden suhteen
Fa Tiheyden muutos
I Vakio
[ Verkkokoko
k Liuotinvakio
U Aallonpituus
T Retentiotekijä
Uex Fluoresenssidetektorin viritysaallonpituus
Uem Fluoresenssidetektorin emissioaallonpituus
W Viskositeetti
8WBondagel E-High SEC-stationaarifaasin kauppanimi
We Partikkelin elektroforeettinen liikkuvuus
Wg Mikrogramma, 10-6 g
Wl Mikrolitra, 10-6 l
Wm Mikrometri, 10-6 m
Wmol Mikromooli, 10-6 mol
W0 Partikkelin liikkuvuus vapaassa elektrolyyttiliuoksessa
M Viskositeetti
Mrel Suhteellinen viskositeetti
Ms Liuenneen polymeerin viskositeetti
Msp Spesifinen viskositeetti
M0 Liuottimen viskositeetti
[M] Rajaviskositeetti
O Sironneen valon kulma
a Tiheys
Y Partikkelin muototekijä
B Suoraan verrannollinen
9Johdanto
Biopolymeerien teollisten käyttökohteiden lisääntyessä niiden moolimassan määrittäminen on
tärkeä analyyttinen tehtävä. Makromolekyylien erilaiset ominaisuudet, kuten geeliytymiskyky ja
liukoisuus, riippuvat niiden kemiallisesta rakenteesta ja erityisesti moolimassasta.1 
Polysakkaridien moolimassamäärityksiä on perinteisesti tehty kapillaariviskometrisesti,2 pelkis-
tävien päiden kolorimetrisellä menetelmällä,3 osmometrisesti sekä sedimentaatio- ja valonsironta-
analyyseillä.4 Näillä menetelmillä voidaan mitata polymeerin painokeskiarvo- ja numerokeski-
arvomoolimassa (engl. weight average molecular weight Mw, number average molecular weight
Mn). Mittaamalla näytteen moolimassajakauma (MWD) saadaan näytepolymeeristä enemmän
tietoa kuin pelkän moolimassakeskiarvon avulla. Tässä työssä käsitellään kolmea polymeerien
moolimassan määritysmenetelmää, kokoekskluusiokromatografiaa (engl. size-exclusion
chromatography, SEC), kenttävirtausfraktiointia (field flow fractionation, FFF) ja kapillaarielekt-
roforeesia (capillary electrophoresis, CE), sekä niihin kiinteästi liittyviä oheismenetelmiä. Näillä
menetelmillä voidaan polymeerien moolimassajakaumia mitata.
Luonnonpolymeerien moolimassan määritystä käsittelevää kirjallisuutta on paljon. Valtaosa tästä
aineistosta käsittelee kokoekskluusiokromatografian sovelluksia. Olen tässä työssä keskittynyt
tarkastelemaan mainittujen kolmen analyysimenetelmän soveltamista ja soveltuvuutta polysakka-
ridien tutkimukseen. Esimerkkipolysakkarideina olen käyttänyt pektiiniä, karboksimetyyli-
selluloosaa ja eräitä neutraaleja polysakkarideja. Kenttävirtausfraktiointia on käytetty vähän poly-
sakkaridien tutkimuksessa ja kapillaarielektroforeesin käyttö polysakkaridien kokoon perustu-
vissa erotuksissa on melko harvinaista. Olen sisällyttänyt työn kapillaarielektroforeesia
käsittelevään osaan myös eräiden oligosakkaridien kokoon perustuvia analyysimenetelmiä.
Tutkimusaineisto on pyritty ensisijaisesti kokoamaan 1990-luvulta.
Analyysimenetelmien nimeämisestä
Kokoekskluusionestekromatografiasta käytetään englanninkielisessä kirjallisuudessa vaihtele-
vasti termejä geelipermeaatio- (gel permeation, GPC), geelisuodatus- (gel filtration, GFC),
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steerinen ekskluusio- (steric-exclusion), ekskluusio- (exclusion) ja geelikromatografia (gel
chromatography) kuvaamaan samaa analyyttistä erotusmenetelmää. Sekaannuksen välttämiseksi,
on suositeltavaa käyttää nimitystä kokoekskluusiokromatografia (size-exclusion chromatography,
SEC), kun erotus perustuu molekyylien kokoon. Jos käytettyä analyysimenetelmää halutaan
tarkentaa käsittämään kokoekskluusiokromatografian lajia, missä liikkuvana faasina on
orgaaninen liuotin, voidaan käyttää termiä geelipermeaatiokromatografia. Kun eluenttina on
vesi, puhutaan geelisuodatuskromatografiasta. Seuraavissa luvuissa menetelmästä käytetään
yksinkertaista nimeä kokoekskluusiokromatografia.
Niissä molekyylin kokoon perustuvissa kapillaarielektroforeettisissa erotuksissa, joissa erotus
perustuu geelimatriisin käyttöön, käytetään englanninkielisessä kirjallisuudessa useita nimityksiä,
kuten kokoekskluusio- (size-exclusion), steerinen- (steric), dynaaminen geeli- (dynamical gel),
kietoutunut geeli- (entanglement gel), täyttögeelikapillaarielektroforeesi (refillable gel capillary
electrophoresis) ja geelikapillaarielektroforeesi (gel capillary electrophoresis). Näissä
menetelmissä kapillaari on täytetty joko polymeerigeelillä tai polymeeriliuoksella. Tässä työssä
käytetään menetelmistä nimiä kapillaarielektroforeesi käyttämällä polymeeriliuoksia (polymer-
solution capillary electrophoresis, PSCE) sekä geelikapillaarielektroforeesi. Kun erotusmenetel-
män laji selviää asiayhteydestään, on luettavuuden helpottamiseksi etuliitteet jätetty pois ja
puhutaan ainoastaan kapillaarielektroforeesista (CE). Kun kapillaarielektroforeesi on suoritettu
päällystämättömässä tai päällystetyssä kapillaarissa, on siitä erikseen mainittu. Englanninkielinen
termi entangled solution on käännetty kietoutuneiden polymeerien liuokseksi, koska termillä
esteinen liuos on semanttisesti liian vahva merkitys tässä yhteydessä.
Kokoekskluusiokromatografiasta ja kapillaarielektroforeesista poiketen kenttävirtausfraktioinnin
(FFF) eri muodoista ei käytetä pelkästään yleisnimikettä, koska niiden poikittaiskentän tyypit
eroavat toisistaan. Tässä työssä on kenttävirtausfraktioinnin eri lajit erotettu toisistaan
käyttämällä lajia kuvaavaa etuliitettä (esimerkiksi poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi,
FlFFF). Jos menetelmästä puhutaan yleisesti tarkoittaen ylipäänsä jotain sen lajia, käytetään
yleisnimitystä kenttävirtausfraktiointi. 
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1. Polysakkaridit
1.1. Yleistä
Aikaisemmin hiilihydraateilla tarkoitettiin molekyylejä, jotka koostuvat hiilestä, vedystä ja
hapesta empiirisen kaavan Cx(H2O)y mukaisesti. Hiilihydraatteja ovat muun muassa glukoosi
C6H12O6 ja selluloosa (C5H10O5)n. Sittemmin hiilihydraatteihin on luettu myös molekyylejä, jotka
sisältävä edellä mainittujen atomien lisäksi typpi- ja rikkiatomeja.5 Luonnossa hiilihydraatteja
sisältäviä makromolekyylejä voidaan eristää kaikista elävistä organismeista.6 Tällaisia
makromolekyylejä ovat a) polysakkaridit, b) glykoproteiinit, proteoglykaanit ja peptidiglykaanit,
c) glykolipidit, d) fosforidiesteri-sitoutuneet oligosakkaridit sekä e) nukleiinihapot. Mainitut
glykokonjugaatit (b, c ja d) eivät ole polysakkarideja, koska ne sisältävät merkittäviä proteiineja
ja lipidejä,jotka eivät ole sakkaridiryhmiä. Myös nukleiinihapot sisältävät huomattavia määriä
hiilihydraatteja, mutta niitä ei tässä yhteydessä luokitella glykokonjugaattien ja polysakkaridien
laajaan ryhmään, sillä ne koostuvat suurelta osin heterosyklisistä emäsyhdisteistä. 
Rakenteellisesti polysakkaridit eroavat proteiineista ja nukleiinihapoista sekä suuresta osasta
glykoproteiineja ja glykolipidejä siinä, että niillä on yleensä toistuvia rakenneyksiköitä.7 Polysak-
karidien rakenteen ominaisuudet muodostavat perustan niiden rakenteelliselle luokittelulle. 
1.2. Rakenne ja nimeäminen
Polymeeri on suuri molekyyli, joka koostuu useista toisiinsa liittyneistä rakenteellisista yksiköistä
eli monomeereistä.8 Polysakkaridi on makromolekyyli, joka koostuu toisiinsa glykosidisidoksin
liittyneistä monosakkarideista.6
Yksi yleisimmistä polysakkaridien monomeereistä on ?-D-glukoosi (-oosi-pääte on yhteinen
kaikille sokereille), joka esiintyy kiinteässä olomuodossaan kuusirenkaisena rakenteena.8
Glukoosin rengasrakennetta kutsutaan pyranoosirenkaaksi, koska se on rakenteellisesti
samankaltainen tetrahydropyraanin kanssa. Vastaavasti viidestä hiilestä koostuvaa A-D-riboosia
kutsutaan furanoosiksi sen tetrahydrofuraaniin nähden analogisen rengasrakenteen takia. Sokeri-
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monomeerien nimeäminen perustuu aldoosiketjun hiiliatomien lukumäärään. Siten glukoosi-
monomeeri on heksoosi (kuusi hiiliatomia) ja riboosi on pentoosi (viisi hiiliatomia). Pienin al-
doosisarjaan kuuluva monomeeri on glyseryylialdehydi, joka on trioosi (kolme hiiliatomia). 
Luonnossa tavattavat polysakkaridit koostuvat lähes poikkeuksetta rengasrakenteisista pentoosi-
ja heksoosiryhmistä. Yleisimmät luonnonpolysakkarideissa tavattavat monosakkaridit ovatkin
D-glukoosi, D-galaktoosi, D-mannoosi, D-ksyloosi, L-arabinoosi ja D-riboosi sekä näiden
asetamidi-, sulfaatti- ja uronihappojohdannaiset.8 Kuvissa 1, 2 ja 3 on esitetty luonnonpolymee-
reissä yleisesti esiintyviä monosakkarideja.
O
CH2OH
OH
OH
OH
OH OCH2OH
OH
OH
OH
OH OCH2OH
OH
OH
OH
OH O
CH3
OH
OH
OH
OH
Glukoosi A-D-galaktoosi Mannoosi Ramnoosi
O
OH
OH
OH
OH
COOH
O
OH OH OH
OH O
OH
OH OH
OH
O
OH
OH
OH
OH
CH3
?-L-galaktoosi Ksyloosi Arabinoosi Fukoosi
O OH
OHOH
HOH2C
Riboosi
O OH
OH
CH2OH
OH
HOH2C
Fruktoosi
Kuva 1. Yleisiä sokerimonomeerejä luonnonpolysakkarideissa.8
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Kuva 2. Luonnonpolysakkarideissa esiintyviä happamia monosakkarideja.8,9
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Kuva 3. Muita luonnonpolysakkarideissa esiintyviä monosakkarideja.8,9
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Makromolekyylin moolimassan määritykseen vaikuttavat polymeerin primääri- (kemiallinen
rakenne ja monosakkaridien sekventiaalisuus polymeerin rakenteessa), sekundääri- (polymeerin
konformaatio ja makromolekulaarinen muoto) ja tertiäärirakenteen (rakenteellinen järjestyminen
ja niin sanottu ultrarakenne) piirteet.8 Koska luonnonpolysakkarideissa monosakkaridien
ketjuuntuminen tapahtuu kahden hydroksyyliryhmän kondensoitumisreaktion kautta,8 voi
sokerien polymeroitumisreaktiossa syntyä rakenteellisesti hyvinkin monimuotoisia yhdisteitä.
On kuitenkin todettava, että suurin osa yleisesti luonnossa esiintyvistä polysakkarideista koostuu
pääosin joko yhdestä tai kahdesta peräkkäin toistuvasta monosakkarista. Erityisesti niistä
sidoksista, joihin sokerin C-1-hiili osallistuu, käytetään nimitystä glykosidisidos. Polysakkari-
disidokset numeroidaan niihin osallistuvien hydroksyyliryhmän käsittävien hiiliatomien mukaan,
kuten (1,2), (1,3) ja niin edelleen. Esimerkiksi selluloosa (eli poly-A-(1,4)-D-glukopyranoosi) on
lineaarinen polymeeri koostuen valtaosin toisiinsa C-1- ja C-4-hiilien kautta sitoutuneista
glukoosimonomeereistä (kuva 4),5 kun taas pektiini on hyvin monimutkainen, voimakkaasti
haaroittunut makromolekyyli (katso kohta 1.4).
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Kuva 4. Selluloosamolekyyli
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1.3. Neutraalit polysakkaridit
Tässä työssä neutraaleiksi polysakkarideiksi kutsutaan niitä sokeripolymeerejä, joiden primääri-
rakenteessa ei esiinny vesiliuoksissa dissosioituvia ryhmiä. Hyvin laajasti tutkittuja varauksetto-
mia polysakkarideja ovat dekstraani ja pullulaani.
Dekstraani on moolimassaltaan suuri, osittain haaroittunut glukoosihomopolymeeri,10 jonka
runko koostuu toisiinsa ?-D-(1,6)-sitoutuneista glukoosiyksiköistä, ja sivuketjut ovat toisiinsa
?-D-(1,3)-sitoutuneita glukoosiyksiköitä. Pullulaani on lineaarinen, bakteeriperäinen glukoosi-
homopolymeeri. Sen rungossa toistuvat säännöllisesti yksi ?-D-(1,6)-sitoutunut ja kaksi ?-D-
(1,4)-sitoutunutta glukoosiyksikköä.
Muita yleisiä neutraaleja polysakkarideja ovat perunasta ja erilaisista jyväkasveista saatava
tärkkelys11 ja selluloosa,7 jotka ovat myös glukoosipolymeerejä sekä pektiinin valmistuksen ohes-
sa saatavat arabaani (poly-?-L-(1,5)-arabinoosi) ja arabinogalaktaani (poly-?-L-(1,3)-arabino-A-
D-(1,6)-galaktoosi).12 Näistä tärkkelys ja selluloosa ovat suuren moolimassansa takia huonosti
veteen liukenevia.
Hyvin veteen liukenevia neutraaleja polysakkarideja käytetään standardiyhdisteinä polysakkari-
dien analyyttisissä moolimassanmäärityksissä. Kokoekskluusiokromatografiassa yleisiä standar-
deja ovat dekstraani13 ja pullulaani.14 Myös lämpökenttävirtausfraktioinnissa (ThFFF) käytetään
pullulaani- ja dekstraanistandardeja.10
1.4. Varaukselliset polysakkaridit
Varaukselliset polysakkaridit sisältävät merkittäviä määriä vesiliuoksessa dissosioituvia
rakenneyksiköitä. Ne ovat neutraaleja polysakkarideja analyyttisesti mielenkiintoisempia, koska
niiden moolimassan määrittäminen on usein ongelmallista (katso kohta 1.5). Polyelektrolyyttisiä
polysakkarideja ovat esimerkiksi pektiinit ja kemiallisesti modifioidut selluloosajohdannaiset,
kuten natriumkarboksimetyyliselluloosa (NaCMC).
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Pektiini on yleisnimitys ryhmälle polysakkarideja, joita esiintyy kasvien soluseinämissä ja
solujenvälisessä aineessa.12,15 Se on heterogeeninen polysakkaridi, jonka runko (pektiinirunko)
koostuu lineaarisesta ?-(1,4)-sitoutuneesta D-galakturonihappoketjusta, jota jakavat tasaisin
välein ?-(1,2)-liittyneet L-ramnoosi-osat, joihin pektiinin neutraaleista sokereista koostuvat
sivuketjut ovat kiinnittyneet (kuva 5).16,17 Pektiinin fysikaalisten ominaisuuksien kannalta tärkein
sen rakenteellinen piirre on pektiinirungon galakturonihappojen metyyli- ja asetyyliesteröitymi-
nen. Metyloitumisaste (DM) ilmoittaa galakturonihappojen karboksyyliryhmien prosentuaalisen
osuuden, jotka ovat esteröityneet metanolin kanssa.12 Vastaavasti asetyloitumisaste (DAc)
ilmoittaa galakturonihappoyksiköiden prosentuaalisen osuuden, jotka ovat esteröityneet
etikkahapon kanssa. Yleensä pektiinien DM > 50% ja DAc hyvin alhainen. Poikkeuksen
muodostaa sokerijuurikaspektiini, joka sisältää merkittäviä määriä asetyyliryhmiä. Vaikka
pektiinirungon sivuketjut koostuvat neutraaleista sokeriyksiköistä, on pektiini luonteeltaan
polyelektrolyytti, koska raaka-aineesta riippuen pektiinin galakturonihapporyhmien määrä
vaihtelee 40-90% välillä kuivapainosta.18 Pektiinirungon koostumus vaikuttaa eniten polymeerin
ominaisuuksiin. Pektiini on vesiliuoksissa taipuisa molekyyli, mutta molekyylin sisäisten
repulsioiden takia jäykistä segmenteistä koostuva makromolekyyli.19
Ara - Ara
|
Ara
|
FerA - Gal - Ara - Ara Ara
| |
Ara Ara - Ara
| |
Gal Ara
| |
OMe Gal - Gal Ara OMe OMe
| | | | |
... - GalA - GalA - Rha - GalA - Rha - GalA - Rha - GalA - GalA - ...
| | | | |
OAc Xyl OAc Gal OAc
Kuva 5. Pektiinin rakenne eri tutkijaryhmien mukaan;12,16,17,21 GalA: galakturonihappo, Rha: ramnoosi, Ara:
arabinoosi, Gal: galaktoosi, Xyl: ksyloosi, OAc: asetyyliesteriryhmä, OMe: metyyliesteriryhmä, FerA:
ferulihappo.
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Karboksimetyyliselluloosa (CMC) on selluloosan kemiallinen johdos, jonka rakenne vaihtelee
sen valmistusprosessista riippuen. Sen runko koostuu A-(1,4)-sitoutuneista D-glukoosiyksiköistä,
joihin on kemiallisesti liitetty karboksimetyyliryhmiä (kuva 6).7,13 CMC on voimakas polyelektro-
lyytti, joka liukenee huonosti puhtaisiin vesiliuoksiin.20 Se on vesiliuoksissa suhteellisen taipuisa
polymeeri, jolla on pektiinin tapaan polymeerin muotoon vaikuttavia molekyylinsisäisiä elektro-
staattisia vuorovaikutuksia. CMC:n  liuoskemialliset ominaisuudet riippuvat pääasiassa sen
metyloitumisasteesta (metyylisubstituenttien prosenttiosuus hydroksyyliryhmissä) ja moolimas-
sasta. CMC:n valmistusprosessia säätämällä saadaan ominaisuuksiltaan hyvinkin erilaisia
selluloosajohdannaisia.13
O
OR
OR
CH2OR
O
O
CH2OR
OR
O
O
OR
OR
CH2OR
OR
...
...
Kuva 6. Karboksimetyyliselluloosa (CMC). R = -H tai CH2COONa. Kuva on viitteestä 22.
1.5. Polymeerin rakenteen vaikutus sen ominaisuuksiin ja analytiikkaan
Polyelektrolyyttien kemiallisen rakenteen vaikutukset niiden ominaisuuksiin tekevät niistä
vaikeasti tutkittavia yhdisteitä. Polymeeriliuosten viskositeetti, käyttäytyminen vesiliuoksissa,
taipumus muodostaa aggregaatteja ja geeliytymismekanismit ovat monen tutkimuksen kohteita.
Valtaosa kirjallisuudessa esiintyvistä moolimassamäärityksiin liittyvistä polysakkaridien liuos-
kemiallisista ongelmista liittyy polyelektrolyyttisten yhdisteiden analytiikkaan.
1.5.1. Aggregoituminen ja mikrogeelit
Ehkä suurin yksittäinen ongelma polyelektrolyyttisten polysakkaridien analytiikassa on niiden
taipumus muodostaa mikrogeelejä. Tämä ominaisuus on monille polysakkarideille yhteinen;19
karboksimetyyliselluloosan huomattiin jo varhain muodostavan aggregaatteja23 ja pektiinianaly-
tiikassa aggregaattimuodostus on hyvin yleinen ongelma.24 Aggregaatit ovat seurausta polyelek-
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trolyytin rungon tai siihen liittyneiden substituenttien kemiallisen rakenteen vaikutuksista. Barth
ja Regnier huomasivat, että CMC aggregoituu tislatussa vedessä paljon herkemmin kuin
hydroksietyyliselluloosa (HEC), joka on luonteeltaan neutraali polysakkaridi.22 
Pektiinin kyky muodostaa geelejä riippuu sen esteröitymisasteesta (DE).13 Pektiini geeliytyy sekä
sokerin ja hapon että moniarvoisten kationien vaikutuksesta.25 Pektiinit, joiden DM > 50%,
geeliytyvät sokerin ja alhaisen pH vaikutuksesta elektrostaattisten repulsioiden vähenemisen
seurauksena. Pektiinit, joiden DM < 50% geeliytyvät kalsiumin ja useiden muiden moniarvoisten
metallien läsnäollessa eri mekanismilla. Sokerijuurikaspektiinin geeliytyminen ja aggregoitumi-
nen on sitrus- ja omenapektiiniä vähäisempää, koska sokerijuurikaspektiinin hydrofobiset
asetyyliryhmät vähentävät sen geeliytymiskykyä. Deasetyloimalla myös sokerijuurikaspektiini
saadaan geeliytymään.
Mikrogeelit ovat pieniä, halkaisijaltaan keskimäärin 250-500 nm:n kokoisia liukenemattomia po-
lymeeriaggregaatteja.26 Ne ovat hyvin yhdenmukaisia kooltaan, vesiliuoksessa pysyviä ja
lämmitystä kestäviä, mutta liukenevat ajan kanssa.27 Yksi mikrogeelipartikkeli voi sisältää useita
satoja molekyylejä.24 Vaikka mikrogeeleillä on hyvin suuri moolimassa verrattuna yksittäiseen
molekyyliin, niiden havaitseminen viskometrisesti on vaikeaa niiden tiiviin pallomaisen
rakenteen vuoksi. Styring et al.28 huomasivat, että mikrogeelien rajaviskositeetti [M] on noin
1/30-osa samantyyppisten ja -painoisten polymeerien [M]-arvoista. Sen sijaan valonsironta-
analyyseissä aggregaateilla on suuri vaikutus tuloksiin, ja niiden poistaminen on ensisijaisen
tärkeää. Panchev työtovereineen27 ehdotti, että ennen valonsirontamittausta mikrogeelit tulisi
hajottaa entsymaattisesti tai jollain aggregaatteja vähentävällä reagenssilla.
Maness et al. saivat pektiinin liukenemaan paremmin ja samalla he pystyivät vähentämään
aggregaattien määrää liuottamalla näytteen imidatsolipuskuriin.29 Imidatsolia käytti myös Mort
työryhmineen,30 joka jauhoi pektiininäytteen imidatsolin kanssa ja liuotti seoksen NaOAc-
puskuriliuokseen. Tutkijat huomasivat, että imidatsoli on yhtä tehokas pektiiniaggregaattien
liuotusreagenssi kuin heidän aikasemmin käyttämänsä moniarvoisia metallikationeja kelatoiva
sykloheksaani-trans-1,2-diamiini-tetra-asetaatti (CDTA).  Pektiinin liukoisuutta voidaan parantaa
käyttämällä pektiiniin sitoutuneita kalsiumioneja kompleksoivia reagensseja tai lisäämällä
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eluenttiin orgaanista liuotinta, mikä vähentää pektiinin hydrofobista luonnetta. Jordan ja Brant19
vertasivat sitruspektiiniaggregaattien muodostumista yksinkertaisessa elektrolyyttiliuoksessa sekä
dimetyylisulfoksidi-vesiliuoksissa (DMSO). He huomasivat, että aggregaattien määrä oli
kääntäen verrannollinen liuoksen DMSO-osuuteen. Wirick ja Elliott huomasivat, että CMC
liukenee 1:1-vesi-etanoliliuokseen paremmin kuin pelkkään vesiliuokseen.31 Liuoksen
viskositeetti on on tällöin pienempi kuin käytettäessä pelkkää vesiliuosta. Myös muissa
tutkimuksissa on todettu orgaanisen liuottimien lisäyksen parantavan vesiliukoisten polymeerien
liukoisuutta.32
Mikrogeelien on havaittu suurentavan myös kokoekskluusiokromatografialla ja universaalikalib-
roinnilla mitattuja moolimassoja.4 Fishman et al.33 painottivat, että pektiinin aggregoitumisen
seurauksena sen viskometrisesti mitatut rajaviskositeetti [M] ja moolimassa eivät aina ole
riippuvaisia molekyylin hydrodynaamisesta tilavuudesta. Siksi pektiinin epätavallisen korkean
[M]:n on arveltu johtuvan sen aggregoitumisesta vesiliuoksissa. Lisäksi mikrogeelit tukkivat ko-
koekskluusiokromatografiakolonneja takertumalla niiden fritteihin.22
Aggregaattien poisto liuoksesta ei onnistu sentrifuugilla eikä lämmittämällä.26 Barthin ja Regnie-
rin tutkimusten mukaan ainoa tapa tehokkaasti vähentää mikrogeelien määrää on liuoksen
suodattaminen.22 Heidän mukaansa viskoosien ja helposti aggregoituvien CMC- ja pektiiniliuos-
ten analysointi ei onnistu ilman kunnollista esikäsittelyä edes alhaisissa pitoisuuksissa.
Polyelektrolyyttisten polymeeriliuosten suodattaminen on kuitenkin osoittautunut vaikeaksi.
Näyteliuokset tukkivat suodattimen säännönmukaisesti.26 Useat suodatinmembraanit sisältävät
ionisia ryhmiä, jotka aiheuttavat polyelektrolyyttien ekskluusion (polymeeri ei läpäise membraa-
nia) tai polyelektrolyyttien adsorptiota membraaniin polymeerin ja membraanin ionisten ryhmien
välisten elektrostaattisten vuorovaikutusten takia.34 Imusuodatuksessa osa mikrogeelipartikkeleis-
ta voi hajota pienemmiksi aggregaateiksi ja läpäistä membraanin.26 Viskositeetti- tai valonsiron-
tadetektoria käytettäessä tarkan konsentraation tietäminen on tärkeää. Suodatuksen yhteydessä
membraanille jäänyt näyte voi vääristää näyteliuoksen konsentraatiota ja näytteen moolimassaja-
kaumaa.35 Barth et al.22 tosin esittivät, että CMC-liuoksen suodatus SEC-analyysiä varten ei
vaikuta näytteen edustavuuteen merkittävästi.
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1.5.2. Intermolekulaariset sidokset
Läheisesti aggregoitumiseen liittyvä piirre polymeerien luonteessa on intermolekulaaristen
sidosten muodostuminen. Luonnonpolymeerit muodostavat erittäin monimutkaisia systeemejä,
joissa makromolekyylien väliset vuorovaikutukset ovat tärkeitä. Monet kasvifysiologian ilmiöt,
kuten kasvirungon jäykkyys, johtuvat soluseinämän polysakkaridien fysikaaliskemiallisista
ominaisuuksista. Hedelmän kypsyminen on kasvisolukon entsyymien ja polysakkaridien välinen
kemiallinen reaktio.12 
Moolimassan määrittämisen kannalta nämä vuorovaikutukset muodostavat kiintoisan
analyyttisen ongelman: liuossysteemeissä polymeerit aggregoituvat ja muodostavat pysyviä
kemiallisia intermolekulaarisia sidoksia. Onko tällainen useista polymeeriketjuista koostuva
makromolekyyli yksi polymeeri vai ainoastaan useiden polymeerien muodostama aggregaatti?
Sekä vielä tarkemmin, miten tällaisen jättimäisen makromolekyylin moolimassa tulisi määrittää?
Eräät polyelektrolyyttiset polysakkaridit muodostavat divalenttien metallikationien kanssa poly-
sakkaridi-metallikomplekseja. Tunnetuin niistä lienee erityisesti Kohnin ja Furdan tutkima
kalsium-pektiinikompleksi.36 Pektiini-kalsiumsidos muodostuu pektiinin galakturonihappoyksi-
köiden (GaA) OH-ryhmien välille joko a) kahden pektiinimolekyylin välille (intermolekulaarinen
sidos), b) polymeerin yhteen galakturonihappoyksikköön (vierekkäissidos) tai c) polymeerin
useiden GaA-yksiköiden välille (intramolekulaarinen sidos). Tämän seurauksena pektiini
aggregoituu (a) tai sen hydrodynaaminen tilavuus moolimassan suhteen muuttuu (b ja c).
Pektiiniaggregaatit muodostuvat pääasiassa intermolekulaaristen kalsiumsidosten kautta. Sidok-
sen lujuus riippuu pektiinin varausjakaumasta.36 Axelos et al.37 tutkivat pektiinin intermolekulaa-
risia kalsiumsidoksia röntgenspektroskopisesti ja päättelivät sidosten olevan pysyviä. Kohn ja
Furda38  painottavat mittaustensa perusteella, että pektiini-kalsiumsidos molekyylin sisällä ei voi
olla kovalenttinen vaan johtuu ryhmien välisistä elektrostaattisista attraktioista, mutta intermole-
kulaarinen sidos on sitä vastoin suurella todennäköisyydellä kovalenttinen, jos pektiinirungon
metyloitumisaste on riittävän pieni.
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Useat fenolisia happoja sisältävät polymeerit, kuten sokerijuurikaspektiini12 ja ligniini,39 voivat
muodostaa intra- ja intermolekulaarisia sidoksia ferulihapporyhmiensä kautta. Ferulihappo
muodostaa termisesti ja kemiallisesti hyvin stabiileja dehydrodimeerejä, jotka voivat liittää
yhteen useita satoja polymeeriketjuja.40 Oosterveld ryhmineen selvitti, että keskimäärin 78%
tutkituista sokerijuurikaspektiininäytteen ferulihapoista osallistui dimeerien muodostumiseen.41
1.5.3. Elektrostaattiset vuorovaikutukset
Kokoekskluusiokromatografiassa ongelmia aiheutuu myös polysakkaridien polyelektrolyyttisestä
ja hydrofobisesta luonteesta. Mort työtovereineen30 huomasi, että pektiinien hydrodynaaminen
tilavuus ja hyrräsäde Rg ovat alle 0,1M elektrolyyttiliuoksissa huomattavasti suurempia kuin
väkevämmissä (I > 0,1M) liuoksissa. Barth ja Regnier13 kohtasivat samanlaisen polyelektrolyytin
turpoamisongelman analysoidessaan CMC-näytteitä. 
Polyelektrolyytin turpoaminen on tavallinen ilmiö laimeissa vesiliuoksissa. Polymeerin
hydrodynaaminen tilavuus kasvaa moolimassaan nähden erittäin suureksi,42,43 koska polymeeri-
rungon sähköisten varausten määrä on suurempi kuin liuottimen paikallinen kokonaisvaraus.
Osmoottiset voimat pakottavat liuotinmolekyylit polymeerin rakenteen lähelle, jolloin rakenne
laajenee. Samalla polyelektrolyytin vastaionit diffundoituvat kauemmaksi polymeerin rungosta,
jolle jää suuri paikallinen nettovaraus. Polymeerin varauksellisten ryhmien väliset repulsiot
laajentavat molekyyliä edelleen. Stenlundin mukaan42  polyelektrolyytin turpoamista ei tapahdu
ainoastaan lineaarisilla tai vähän haaroittuneilla polymeereillä vaan myös pallomaisilla tiiviillä
polyelektrolyyteillä turpoaminen on vakava ongelma.
Polyelektrolyyttien elektrostaattiset repulsiot vähenevät liuoksen ionivahvuuden kasvaessa.13
Samalla polyelektrolyyttiliuoksen viskositeetti pienenee ja liuoksen kromatografiset viskositeet-
tiefektit vähenevät. Tarvittavan ionivahvuuden määrää polymeerin elektrolyyttinen luonne.
Pektiinin hydrodynaamisen tilavuuden ja liuoksen viskositeetin on havaittu pysyvän vakioina
vasta yli I > 0,1M elektrolyyttiliuoksissa.30 CMC:n polyelektrolyyttiset efektit vähenivät vasta,
kun liuoksen ionivahvuus I oli yli 0,3 M.22 Vaikka korkeiden suolapitoisuuksien on todettu
vähentävän pektiinien ja CMC:n kokoa, käyttäytyvät ne vielä 0,1 M:a väkevämmissä liuoksissa
segmentoituneiden sauvamaisten tai satunnaiskierteisten molekyylien tavoin.19,30 Ne eluoituvat
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SEC-kolonnista hyvin paljon aikaisemmin kuin vastaavanpainoiset pullulaanit tai dekstraanit.33,22
Polyelektrolyyttien epätavallista retentiota on selitetty ioniekskluusiolla ja -inkluusiolla sekä
viskositeettiefekteillä.22 Ioniekskluusiossa polyelektrolyytin varaukselliset ryhmät hylkivät
geelejä, joissa on pieniä määriä varauksellisia ryhmiä. Ioni-inkluusiossa pienempi elektrolyytti
estää polyelektrolyytin penetraation miehittämällä geelin huokoset.42 Viskositeettiefektit johtuvat
polymeerin suuresta hydrodynaamisesta tilavuudesta ja konsentraatiosta liuoksessa.22
Näyteliuoksen konsentraation tulisikin olla alhainen, koska suuri konsentraatio aiheuttaa
retentioanomalioita makromolekulaarisen tungoksen ja niin sanotun viskoosisormi-efektin
(viscous fingering) takia.44
Stenlund42 havaitsi, että neutraaleja polymeerejä sisätävissä polyelektrolyyttiliuoksissa saattaa
esiintyä niin sanottu ekskluusiotilavuuden efekti, jossa  polyelektrolyyttimolekyylien erottuminen
häiriintyy. Johtuen osittain ioni-inkluusiosta polyelektrolyyttimolekyylit eivät pysty tunkeutu-
maan geelin huokosiin. Tämä voimistaa neutraalien polymeerien inkluusioefektiä. Ilmiön
johdosta paljon suuremmat neutraalit polymeerimolekyylit eluoituivat samanaikaisesti
pienempien polyelektrolyyttimolekyylien kanssa.
Kapillaarielektroforeettisten (CE) menetelmien suuri etu on niiden erinomainen kyky erottaa
pieniä orgaanisia ja epäorgaanisia ioneja, koska näillä on yleensä hyvin spesifinen massa-varaus-
suhde sekä erilaiset elektroforeettiset liikkuvuudet vesiliuoksissa. Pienistä ioneista poiketen on
suurten biopolymeerien, kuten polyelektrolyyttisten polysakkaridien ja proteiinien, massa-varaus-
suhde lähes vakio. Näiden polymeerien erottumista ei vapaissa vesiliuoksissa elektroforeettisesti
yleensä tapahdu.45 Neutraalien polysakkaridien erottaminen kapillaarielektroforeettisesti ei
myöskään onnistu, koska ne eivät sisällä elektromigraation edellyttämiä varauksellisia ryhmiä.46
Mono- ja oligosakkarideilla ja glykokonjugaateilla eräs keskeinen ongelma on niiden valtava
isomeerien lukumäärä. Tämän aiheuttavat monosakkaridiryhmien lukuisat sidostyypit, glykosidi-
sidosten ?- ja A-anomeerisuus, erilaiset haaroittumismuodot sekä molekyylin useat ei-glykosyyli-
substituentit, kuten asetyyli-, metyyli- ja sulfaattiesterit ja -eetterit sekä amiini- ja fosfaatti-
ryhmät.47 Pelkästään homotrisakkarideilla voi olla yli 700 erilaista kemiallista rakennetta.
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Useimmat hiilihydraatit eivät absorboi säteilyä ultraviolettiaallonpituuksilla eivätkä ne myöskään
fluoresoi, joten niiden suora havaitseminen kapillaarielektroforeettisilla menetelmillä on vaikeaa.
Sen sijaan epäsuora UV-menetelmä soveltuu myös hiilihydraattien detektointiin. Lu ja
Westerlund48 lisäsivät ajoliuokseen taustakromoforiksi N-bentsyylikinkonidiumkloridia (BCDC)
ja onnistuivat havaitsemaan hiilihydraatteja epäsuoralla-UV-detektoinnilla. Menetelmä oli erit-
täin herkkä monosakkarideilla ja pienillä oligosakkarideilla, herkkyyden vähetessä moolimassan
kasvaessa.
Tavallisempi tapa lisätä hiilihydraattien UV-absorptiota on liittää niihin jokin kromofori
derivatisoimalla.46 Kemiallisella johdoksenmuodostuksella voidaan polysakkaridiin myöskin
liittää jokin varauksellinen ryhmä, joka parantaa molekyylin elektromigraatio-ominaisuuksia.
Tämä menetelmä ei kuitenkaan ole täysin ongelmaton. Useimmat polysakkaridien derivatisointiin
soveltuvat kromoforit absorboivat lyhyillä UV-aallonpituuksilla.46 Siksi sopivan ajoliuoksen
valinta on vaikeaa. Lyhyen aallonpituuden UV-alueen käyttö yhdisteen havaitsemiseen rajoittaa
ajoliuoksen mahdollista koostumusta, koska monet CE-ajoliuoksissa käytettävät yhdisteet
absorboivat alhaisilla UV-aallonpituuksilla. 
Toistettava injektio kapillaarielektroforeesissa vaatii noin 10 nl:n injektiotilavuutta.47 Jotta
polyelektrolyyttinäytteen valmistuksen yhteydessä vältettäisiin viskositeetti- ja aggregoitu-
misongelmat, tulee näyteliuoksen konsentraation olla hyvin alhainen,22 jolloin jo varsin pienillä
polymeereillä niiden lukumäärä laimeassa liuoksessa on vähäinen. Etenkin derivatisoiduilla poly-
sakkaridinäytteillä pieni kromoforien lukumäärä aiheuttaa havaitsemis- ja toistettavuusongelmia.
Elektroforeettisessa kentässä polyelektrolyyttiset polysakkaridit venyvät pyrkien vastustamaan
erottumista moolimassan mukaan.46 Sudor ja Novotny keksivät, että venyminen voidaan
eliminoida 180 astetta migraatiosuuntaan nähden pulssitetulla kentällä.49
24
1.6. Käyttökohteista
Polysakkarideja käytetään teollisuudessa runsaasti maalien, ruoan ja erilaisten lääkkeiden
lisäaineina. Koska useisiin sovelluksiin tarvitaan tietynkokoisia ja -tyyppisiä polymeerejä, on
niiden ominaisuuksien tunteminen tärkeää.
Glykosaminoglykaanit (GAG) ovat ryhmä lineaarisia, paljon sulfaattiryhmiä sisältäviä polysakka-
rideja.9 Ne osallistuvat useisiin biologisiin prosesseihin ja niitä voidaan eristää nisäkkäiden
kudoksista. GAG:t ovat keskeisiä eläinfysiologiassa. Siksi niitä käytetään laajasti lääke-
teollisuuden raaka-aineena.
Pullulaani on lineaarinen, bakteeriperäinen glukoosipolymeeri.10 Sitä on käytetty lääketeollisuu-
dessa veriplasman lisäaineena ja prosessiteollisuudessa geeliytettynä entsyymipuhdistuksessa.
Pullulaania käytetään kokoekskluusiokromatografiassa ja kenttävirtausfraktioinnissa standar-
diyhdisteenä.14,10
Dekstraani on osittain haaroittunut, bakteeriperäinen glukoosipolymeeri.10 Lyhytketjuista (Mw
= 40000) dekstraania käytetään sairaanhoidossa verisubstituenttina sekä epiklorohydriinillä
ristiinsidottuna ekskluusiokromatografiageelinä (Sephadex). Lisäksi dekstraania käytetään laajas-
ti eläin- ja ihmislääkinnän sovelluksissa. Bakteereista eristettävä dekstraani on käsittelemättömä-
nä liian suurikokoista verisubstituentiksi, joten se pitää pilkkoa sopivan kokoisiksi polymeereiksi
ennen käyttöä lääkinnässä. Pullulaanin tavoin dekstraani on hyvin yleinen moolimassastandardi
kokoekskluusiokromatografiassa ja kenttävirtausfraktioinnissa.13,10
Ficoll-polysakkaridi10 on sakkaroosin ja epiklorohydriinin muodostama heteropolymeeri. Sitä
käytetään sakeuttamaan biologisia verigranulosyyttinäytteitä sekä polysakkaridiantigeeninä
kliinisissä testeissä. SEC:ssa Ficollia on käytetty inertteinä pallomaisina malliyhdisteinä.
Pektiiniä käytetään hyytelöimis- ja sakeuttamisaineena hilloissa ja marmeladeissa, hapanmaito-
valmisteissa ja mehuissa.50 Useista muista sakeutusaineista poiketen pektiini kestää lämmitystä
ja on stabiili happamissa olosuhteissa pH-alueella 3,0-4,0.15,13 Se on siten erinomainen raaka-aine
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happamien ruoka-aineiden valmistusprosessissa. Pääasiallisia pektiinin raaka-aineita ovat sitrus-
hedelmien ja omenan kuoret50 sekä sokerijuurikas.51 Pektiinin geeliytymiskyky riippuu sen mooli-
massasta ja metyyli- sekä asetyylisubstituenttien määrästä.2 Verrattuna sitrus- ja omenapektiiniin,
on sokerijuurikaspektiinillä kemiallisen rakenteen eroista johtuen suhteellisen alhainen
viskositeetti ja huono geeliytymiskyky. Tämän takia sen käyttö elintarviketeollisuudessa on
vähäisempää.52 Modifioimalla sokerijuurikaspektiinin kemiallista rakennetta, voidaan sen
ominaisuuksia muuntaa sitrus- ja omenapektiinin kaltaisiksi.53
2. Polymeerin moolimassa
Polymeerin moolimassa voidaan määrittää monella tavalla. Perinteinen polymeerin keskiarvo-
moolimassa on varsin suppea tapa ilmaista molekyylin koko, koska näyte voi koostua hyvin
isoista ja hyvin pienistä molekyyleistä. Pelkän moolimassakeskiarvon lisäksi on siksi hyödyllistä
määrittää myös näytteen moolimassajakauma.
2.1. Molekyylin koko ja muoto
Termiä molekyylin koko on vaikea määritellä tarkasti, sillä eri muotoisten ja tyyppisten molekyy-
lien koon selittämiseksi on useita parametrejä. Pallomaisen molekyylin koko voidaan ilmoittaa
sen säteen tai halkaisijan avulla, mutta jo yksinkertaisen sylinterinmuotoisen kappaleen muodon
määrää kaksi ulottuvuutta. Kumpikaan näistä ulottuvuuksista ei yksin voi selittää partikkelin
kokoa. Lineaarisilla orgaanisilla molekyyleillä molekyylin koon hyvä arvio on sen hiilirungon
pituus. Sen sijaan monimutkaisten haaroittuneiden polymeerien muodon määräämiseksi ei ole
yhtä tapaa.
Vesiliuoksissa polymeerin koko ja muoto riippuvat makromolekyylin intra- ja intermolekulaari-
sista vuorovaikutuksista sekä makromolekyylin ja liuotinmolekyylien välisestä vuorovaikutukses-
ta.54 Erityisesti polyelektrolyytin varautuneet ryhmät pyrkivät hylkimään toisiaan laajentaen mole-
kyyliä. Repulsion voimakkuus riippuu polymeerin varausjakaumasta ja elektrolyyttiliuoksen
ionien vuorovaikutuksista polyelektrolyytin kanssa. Ioniset ryhmät pyrkivät muodostamaan
liuottimen ionien kanssa ionipareja, jotka eivät vuorovaikuta keskenään kovin voimakkaasti.
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Polyelektrolyytin varautuneiden yksiköiden väliset vuorovaikutukset ovat paljon suuremmat kuin
saman polymeerin neutraalien ryhmien väliset dispersio- tai dipoli-dipoli-vuorovaikutukset.54
Koska ioniset vuorovaikutukset ulottuvat lisäksi neutraaleja ryhmiä kauemmaksi, on polymeerien
välisten vuorovaikutusten kannalta varauksellisten ryhmien määrä polymeerisegmenttien
lukumäärää tärkeämpi ominaisuus.
Polymeerin koon vertaaminen sen moolimassaan on tärkeää, koska kokoekskluusiokromatogra-
fiassa, kenttävirtausfraktioinnissaja ja osittain myös kapillaarielektroforeesissa käyttämällä
polymeeriliuoksia erotusmekanismit perustuvat molekyylin kokoon. Kemialliselta rakenteeltaan
erilaisten makromolekyylien geometristä kokoa (molekyylin absoluuttinen pituus ja leveys) ei
voida suoraan käyttää yksiselitteisen koon mittana. Esimerkiksi kokoekskluusiokromatografiassa
sylinterinmuotoisen geelihuokosen koon suhde pallomaisen, lineaarisen ja satunnaiskierteisen
(engl. random coil) molekyylin koon suhteen voi olla sama, vaikka molekyylien moolimassojen
erot ovat moninkertaiset (kuva 7).43
Kuva 7. Kolme erityyppistä ja -painoista molekyyliä kokoekskluusio-
kromatografiassa. Pallomaisen (a), sauvamaisen (b) ja satunnaiskiertei-
sen (c) molekyylin suhde ac-säteiseen, sylinterinmuotoiseen geelihuo-
koseen. r: pallomaisen molekyylin säde. L1: sauvamaisen molekyylin
pituus. Kuva viitteestä 43.
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Hyvä approksimaatio makromolekyylien koon selittämiseksi on niiden hyrräsäde Rg. Hyrräsäteen
käyttäminen kokoa selittävänä parametrinä mahdollistaa erimuotoisten makromolekyylien koon
vertaamisen.43 Yleisessä muodossaan hyrräsäde saadaan yhtälöstä
(1) R
X
Ng
i
Mi
N M
=
2
missä NM on partikkelin massaelementtien lukumäärä ja Xi on i:nnen massaelementin etäisyys
partikkelin massakeskipisteestä. Pallomaisilla, r-säteisillä molekyyleillä yhtälö 1 saa muodon
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ja jäykillä, L1-pituisilla sauvoilla pätee
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Rg:n ja moolimassan välinen suhde riippuu liuenneen näytteen ja liuottimen välisistä
vuorovaikutuksista ja kemiallisista rakenteista. Karkeasti arvioituna moolimassan ja hyrräsäteen
välinen yhteys erimuotoisille partikkeleille saadaan yhtälöistä43
(4) R pallo r Mg ( ) ,
/
= ∝0 78 1 3
(5) R sauva L Mg ( ) ,= ∝0 29 1
(6) R satunnaiskierre Mg ( ) ,∝ ≅ε ε 0 5
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Systeemin olosuhteiden vaikutukset hyrräsäteen muutoksen vaikutuksiin moolimassan määrityk-
sessä voidaan minimoida kalibroimalla systeemi tunnetuilla standardeilla niissä olosuhteissa,
joissa moolimassan määritys tehdään.
Rajaviskositeetti [M] on kokeellisesti näytteen viskositeetistä määritetty parametri. Rajavis-
kositeetti lineaariselle polymeerille tietyssä liuottimessa on verrannollinen sen moolimassaan
Mark-Houwinkin yhtälön 
(7) [ ]η α= KM
kautta,43 missä K ja ? ovat Mark-Houwink-vakiot. Ne vaihtelevat polymeerin tyypin, liuottimen
ja lämpötilan mukaan. Mark-Houwink-vakioita on taulukoitu useille polymeeri-liuotin-systee-
meille eri lämpötiloissa. Partikkelin hydrodynaaminen tilavuus Vh on verrannollinen sen
rajaviskositeetin ja moolimassan tuloon Einsteinin viskositeettilain
(8) V
[ ]M
Nh A
=
η
ν
perusteella, missä Y on partikkelin muototekijä.55 Universaalikalibroinnissa partikkelit oletetaan
pallomaisiksi, joille Y = 2,5.56 Yleensä yhtälö 8 supistetaan hydrodynaamisen tilavuuden
verrannoksi ja ilmoitetaan muodossa Vh B [M]M. Hydrodynaamisen tilavuuden voidaan olettaa
olevan polymeeriliuosten tilastollisen teorian mukaan verrannollinen hyrräsäteen kuutioon.43 Jos
erotus tapahtuu tiukasti entropiamuutoksiin perustuen, niin riippumatta polymeerien haaroittunei-
suudesta ja kemiallisesta rakenteesta, eluoituvat sellaiset polymeerit, joiden hyrräsäteet ja
hydrodynaamiset tilavuudet ovat yhtäsuuret, samaan aikaan.57 Muun muassa viskometrinen uni-
versaalikalibrointi perustuu tähän oletukseen.
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2.2. Moolimassakeskiarvot ja moolimassajakauma
Tavallinen tapa mitata polymeeriketjun keskimääräinen pituus on määrittää sen keskiarvomooli-
massa. Riippuen mittaustavasta, voidaan polymeerinäytteen numero- tai painokeskiarvomooli-
massa määrittää. Perinteinen polymeeriketjun keskimääräisen pituuden ilmoittava suure on
numerokeskiarvomoolimassa (number-average molecular weight, Mn),43 joka tavallisesti määri-
tetään mittaamalla liuoksen viskositeetti.2 Se on keskimääräinen arvo, joka ilmoittaa näytteen
massan W sen molekyylien lukumäärän N suhteen. Siis
(9) M
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missä i on näytteen kromatogrammin segmentin indeksiarvo ja Mi segmenttiä vastaava
laskennallinen moolimassa. Toinen polymeerin ominaisuuksia kuvaava keskimääräinen mooli-
massa-arvo, painokeskiarvomoolimassa (weight-average molecular weight, Mw) määritellään
yhtälöstä
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Tavallisesti polymeerin Mw-arvot määritetään mittaamalla polymeeriliuoksen konsentraatiosarjan
valonsirontaa.26 Harvemmin polymeerille ilmoitetaan sen varauskeskiarvomoolimassa (Z-average
molecular weight, Mz), joka saadaan yhtälöstä43
(11) M
N M
N Mz
i i
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=
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2
Moolimassakeskiarvot antavat koko polymeerinäytteestä vain rajoitetusti tietoa eivätkä esimer-
kiksi kerro sen koostumuksesta. Erilaisilla polymeeriseoksilla saattaa olla samat Mn-, Mw- ja Mz-
arvot, mutta niiden moolimassajakaumat voivat olla hyvinkin erilaiset (kuva 8). Parempi tapa
esittää polymeerinäytteen koostumus on määrittää sen moolimassajakauma.
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Kuva 8. Kolme polymeerinäytettä, joilla jokaisella on erilainen mooli-
massajakauma, mutta samat Mn-, Mw- ja Mz-arvot.43
Moolimassajakauma voidaan esitää graafisesti integraali- tai differentiaalimuodossa.43 Differen-
tiaalimuodossa näytteen massa- tai numerosegmentit ja integraalimuodossa näytteen kumulatiivi-
set massa- tai numerosegmentit esitetään moolimassan suhteen (kuva 9). Yleensä moolimassaja-
kauma esitetään differentiaalisessa muodossa, koska tämä voidaan laskea suoraan näytteen
detektorisignaalista. Lisäksi differentiaalinen moolimassajakauma on integraalista jakaumaa
havainnollisempi. Todellinen moolimassajakauma saadaan kuitenkin vain kalibroimalla
systeemi. 
Polydispersiivisyyttä Dp käytetään usein ilmoittamaan moolimassajakauman leveyttä.43 Se on
paino- ja numerokeskiarvomoolimassojen suhde, siis
(12) D
M
Mp
w
n
=
Mw-arvojen on todettu olevan aina vähintään yhtä suuria kuin Mn-arvojen. Tästä seuraa, että aina
Dp A 1.
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Kuva 9. a) Differentiaalinen moolimassajakauma, b) integraalinen moolimassaja-
kauma. Näyte: selluloosa. Kuvassa esitetty myös näytteen painokeskiarvo (Mw),
numerokeskiarvo (Mn) ja piikin huipun (Mp) moolimassa. Kuva viitteestä 58.
3. Kokoekskluusiokromatografia
Kokoekskluusiokromatografia (SEC) on nestekromatografinen menetelmä, jossa molekyylit
erotetaan niiden hydrodynaamisen tilavuuden tai koon mukaan. Erottuminen on entropian
säätelemä prosessi, jossa analyytit tunkeutuvat diffuusion johdosta stationaarifaasina käytettävän
huokoisen materiaalin, geelin, huokosiin.59 Kromatografinen jakautumisvakio Kav mittaa
partikkelien jakautumista stationaarifaasin huokosten ja eluentin välillä. Sen arvo riippuu muun
muassa lämpötilasta, liuottimen ja polymeerin kemiallisesta koostumuksesta, stationaarifaasin
huokosten koosta, ja ennen kaikkea partikkelin hydrodynaamisesta tilavuudesta, joka yhtälön 8
mukaan on verrannollinen yhdisteen moolimassaan. Kalibroimalla kolonni sopivilla standar-
diyhdisteillä, voidaan kolonnista eluoituvien yhdisteiden kromatogrammista muodostaa näytteen
moolimassajakauma ja laskea moolimassakeskiarvot.
Kokoekskluusiokromatografialla voidaan erottaa sekä synteettisiä että luonnonpolymeerejä.
Menetelmän suuri etu on se, että siinä käytettävä eluentti voidaan valita varsin vapaasti, jolloin
sekä orgaaniseen liuottimeen että vesiliuokseen liukenevia polymeerejä voidaan analysoida.
SEC:aan on saatavissa suuri määrä erilaisiin erotuksiin sopivia stationaarifaaseja.
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Kokoekskluusiokromatografian käyttöä polymeerierotuksissa rajoittavat eräät sen heikkoudet.
Menetelmän käytännöllinen moolimassa-alue riippuu käytetyn geelin huokoskoosta. Suurimman
huokoskoon geeleillä voidaan nykyisin erottaa molekyylejä, joiden Mw = 106-107 g/mol.60 Suuret
polymeerit voivat fragmentoitua SEC-erotuksissa, kun näyte puristetaan pakatun stationaarifaasin
lävitse suurella paineella.10 Tämän takia suurten molekyylien erottamiseksi SEC:lla tulee käyttää
muita menetelmiä, kuten kenttävirtausfraktiointia. Vastaavasti pienten oligosakkaridien
erottaminen koon mukaan on osoittautunut ongelmalliseksi.61 Vakavan rajoitteen SEC:n käytölle
muodostavat myös siinä esiintyvien polyelektrolyyttiefektien vaikutukset erotuksiin (katso kohta
1.5). Lisäksi, muiden diffuusioon perustuvien erotusmenetelmien tapaan, SEC:ssa partikkelien
dispersion takia näytevyöhykkeet levenevät ja menetelmän erotustehokkuus huononee.
3.1. Kalibrointi
Polymeerinäytteen kromatogrammi muodostetaan mittaamalla esimerkiksi taitekerroindetektorin
signaalia. Jotta kromatogrammi olisi laitteiston ominaisuuksista riippuva polymeerinäytettä
kuvaava moolimassajakauma, tulee systeemi kalibroida. Kalibrointisuora muodostetaan
moolimassaltaan tunnettujen standardiyhdisteiden retentioaikojen perusteella. Tavallisia standar-
diyhdisteitä SEC:ssa ovat dekstraani ja pullulaani. Myös eräitä vesiliukoisia synteettisiä
polymeerejä, kuten polyetyleeni- (PEG) ja polypropyleeniglykolia (PPG) käytetään paljon
systeemin kalibrointiin. Riippuen siitä, muodostetaanko kalibrointisuora standardin moolimassan
vai sen hydrodynaamisen tilavuuden suhteen, puhutaan moolimassakalibroinnista tai universaali-
kalibroinnista. Yhdisteiden moolimassa voidaan mitata myös moolimassaselektiivisellä
ilmaisimella, kuten valonsirontadetektorilla.
3.1.1. Moolimassakalibrointi
Moolimassakalibroinnissa SEC-systeemi kalibroidaan mittaamalla kromatogrammista standar-
diyhdisteiden piikkien huippujen retentioajat tR. Niiden avulla muodostetaan kalibrointisuora
standardin nimellisen moolimassan logaritmin (log M) ja retentioajan suhteen.43 Asettamalla
nämä lukuparit koordinaatistoon, voidaan pisteiden välille usein piirtää lineaarinen kalib-
rointisuora, jolle
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(13) log M k t CM R M= +
missä kM on kalibrointisuoran kulmakerroin ja CM vakio. Termit kM ja CM riippuvat ennen
kaikkea käytetyn kromatografialaitteiston kolonnien ominaisuuksista ja kalibrointistandardien
kemiallisesta rakenteesta. Yhdisteen moolimassan ja retentioajan välinen suhde voidaan laskea
yhtälöstä 13. Saaduista arvoista voidaan edelleen laskea yhdisteen moolimassakeskiarvot ja
johtaa moolimassajakauma.
Moolimassakalibroinnilla on kuitenkin vakavia rajoitteita. Analysoitaessa polymeerejä, jotka
eroavat kemialliselta rakenteeltaan käytetyistä standardipolymeereistä, polymeerien koon ja nii-
den retentioaikojen ja moolimassojen suhteet eivät yleensä ole samat (taulukko 1).62 Erimuotoi-
silla molekyyleillä voi olla hyvin erilaiset moolimassat, vaikka ne olisivatkin samankokoisia ja
eluoituisivat kolonnista samaan aikaan. Tämä rajoittaa moolimassakalibroinnin käyttöä, ja usein
erilaisten polymeerityyppien suoraa kalibrointia käytetäänkin lähinnä yhdisteiden suhteellisen
koon vertailuun.
Yhdiste Mw (g/mol) dp (Å) Liuotin
Pullulaani 853000 532 H2O
380000 362
186000 243
100000 172
48000 114
23700 77
12200 53
5800 35
Dekstraani 2000000 580 H2O
511000 330
68500 128
39500 98
9400 48
Sitruspektiini 250000 500 H2O
164000 400
80000 260
Sitruspektiini 140000 1820 DMSO/H2O
87000 1960
61000 1660
Taulukko 1. Eräiden polymeerien keskimääräisiä moolimassoja (Mw)
ja partikkelin halkaisijoita (dp). 1 Å = 0,1 nm; DMSO:
Dimetyylisulfoksidi. Tiedot viitteistä 26, 19 ja 63.
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3.1.2. Universaalikalibrointi
Universaalikalibroinnin keksivät Benoit et al.63 Se on menetelmä, joka perustuu molekyylien
hydrodynaamisen tilavuuden teoriaan. He huomasivat, että useimmat polymeerit asettuvat
suoralle, kun niiden retentioaika mitataan niiden hydrodynaamisen tilavuuden suhteen (kuva 10).
Koska yhtälön 8 mukaan molekyylin hydrodynaaminen tilavuus Vh on verrannollinen sen mooli-
massan M ja rajaviskositeetin [M] tuloon, voidaan nämä arvot mittaamalla muodostaa universaa-
likalibrointisuora.
Kuva 10. Universaalikalibrointisuora kemialliselta ra-
kenteeltaan erilaisille standardiyhdisteille.64 KAV:
jakautumisvakio. NaPSS: natriumpolystyreeni-
sulfonaatti, PEG: polyetyleeniglykoli.
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Tässä menetelmässä oletetaan, että molekyylin retentioaika on sen hydrodynaamisen tilavuuden
funktio. Universaalikalibrointisuora muodostetaan asettamalla standardiyhdisteiden piikkien
huippujen retentioajat (tR) koordinaatistoon yhdisteiden logaritmisen hydrodynaamisen
tilavuuden (log [M]M]) suhteen. Useille polymeereille voidaan tällä tavalla muodostaa
lineaarinen kalibrointisuora. Siten kalibrointi voidaan suorittaa lähes millä tahansa systeemin
olosuhteisiin sopivalla standardilla. Toinen tapa muodostaa universaalikalibrointisuora on
yksipistekalibrointi. Siinä yhden moolimassajakaumaltaan leveän standardin (Dp > 1,5) mooli-
massajakaumasta muodostetaan kalibrointisuora käyttämällä hyväksi standardin moolimas-
sakeskiarvoja (Mw ja Mn) ja rajaviskositeettiä [M].65
Tuntemattoman yhdisteen 1 numerokeskiarvomoolimassa M1 voidaan laskea universaalikalib-
rointikäyrän mukaan yhtälöstä
(14) M M1 1 2 2[ ] [ ]η η=
eli
(15) M
M
1
2 2
1
=
[ ]
[ ]
η
η
missä numerot 1 ja 2 viittaavat vastaavasti tuntemattoman yhdisteen ja kalibrointikäyrän para-
metreihin. Yhdisteiden rajaviskositeetit voidaan määrittää kapillaariviskometrillä4 tai kromato-
grafisesti viskometrisellä detektorilla.66 Tunnetuille polymeeri-liuotin-systeemeille rajaviskosi-
teetti voidaan laskea Mark-Houwink-yhtälöstä (yhtälö 7).
3.2. Kolonnit ja pakkausmateriaalit
Varhaisimmat kokoekskluusiokromatografiaerotukset tehtiin kolonneilla, jotka oli pakattu
ristiinsidotuista polysakkarideista valmistetulla geelillä. Nämä niin sanotut pehmeät geelit koos-
tuvat ristiinsidotuista hiilihydraattipolymeeriketjuista, jotka muodostavat verkkomaisen raken-
teen.82 Ristiinsidotut partikkelit ovat suurikokoisia. Niiden keskimääräinen halkaisija on 100-300
Wm, ja niillä on laaja huokos- ja partikkelikokojakauma. Pehmeiden geelien erotuskyky ja mooli-
massaselektiivisyys on huono. Ne painuvat herkästi kasaan eivätkä siksi kestä kovaa eluentin
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virtausnopeutta, kovaa painetta eivätkä korkeaa lämpötilaa.83 Riittävän erotustehon saavuttami-
seksi pehmeät geelit tulee pakata isoihin ja pitkiin kolonneihin, jotka on perinteisesti valmistettu
lasista. Polysakkaridigeelit vaurioituvat helposti suuresta suolakonsentraatiosta. Ne hydroly-
soituvat helposti hyvin alhaisessa ja korkeassa pH:ssa ja kestävät huonosti orgaanisia liuottimia.82
Polysakkaridigeelien mikrobiensietokyky on rajallinen, mikä lyhentää niiden käyttöikää.84
Pienestä virtausnopeudesta johtuen pehmeillä geeleillä erotusajat ovat usein kohtuuttoman pitkiä,
usein useita tunteja tai päiviä.85
Toinen SEC:ssa käytetty geelimateriaali on silikageeli.86 Koska silikageelin rakenne on hyvin
jäykkä, kutsutaan sitä jäykäksi geeliksi. Toisin kuin pehmeillä geeleillä, on jäykillä geeleillä
erinomainen paineenkestävyys ja niillä saavutetaan hyvä erotusresoluutio.13 Silikageelien käyttöä
rajoittaa niiden liukeneminen emäksisiin liuottimiin ja useiden polysakkaridien adsorptiosta
johtuvat epänormaalit retentioilmiöt. Tämän takia niitä käytetään tavallisesti proteiinien erottami-
seksi happamissa liuoksissa.10,13
Synteettisten vinyylipolymeerigeelien keksiminen mullisti kokoekskluusiokromatografian.22 Ne
ovat kemiallisesti stabiileja, partikkelikooltaan pieniä ja rakenteeltaan puolijäykkiä geelejä.87
Näiden puolijäykkien geelien partikkelikoko on tavallisesti 5-20 Wm (taulukko 2), minkä takia
niiden erotuskyky ja paineenkesto on hyvä.86 Geeli koostuu pallomaisista partikkeleista, jotka
ovat erittäin huokoisia ja rakenteeltaan puolijäykkiä. Ne pakataan tavallisesti pieniin, yleensä 
Kauppanimi Materiaali Partikkelikoko (Wm) Tyyppi
Sephacryl Polyakryyliamidi 100 - 300 Pehmeä
Sepharose CL Agaroosi 100 - 300 Pehmeä
Sephadex Dekstraani 100 - 300 Pehmeä
Superdex Dekstraani-agaroosi 100 - 300 Pehmeä
TSK-Gel SW Glykolieetterisidottu silika 10 - 13 Jäykkä
WBondagel E Polyeetterisidottu silika 10 - 20 Jäykkä
Shodex OH-Pak Metakrylaatti-glyserolipolymeeri 10 Puolijäykkä
TSK-Gel PW Vinyylipolymeeri 6 - 25 Puolijäykkä
Fractogel TSK-HW Vinyylipolymeeri 20 - 60 Puolijäykkä
Taulukko 2. Eräitä kokoekskluusiokromatografiassa käytettyjä stationaarifaasityyppejä. Tiedot viitteistä 86,
91, 92 ja 93.
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ruostumattomasta teräksestä valmistettuihin kolonneihin. Synteettisillä geelillä erotusajat ovat
huomattavasti lyhyempiä kuin polysakkaridigeeleillä, tavallisesti muutamia minuutteja, koska
geelimatriisi ja teräskolonnit kestävät kovempaa painetta. Siksi erotuksissa voidaan käyttää
suurempaa eluentin virtausnopeutta.
Stationaarifaasin valinta riippuu erotettavan yhdisteen kemiallisesta rakenteesta. Kaikki geeli-
materiaalit sisältävät kemiallisia ryhmiä, joilla on adsorptiivisia tai repulsiivisia vuorovaikutuksia
joidenkin yhdisteiden kanssa. Vesiliukoisten polysakkaridien ja polyelektrolyyttien erotuksessa
vinyylipolymeerigeelit ovat osoittautuneet hyviksi erotusmateriaaleiksi, koska polysakkaridit
eivät adsorboidu geelipartikkeliin.82 Alsop ja muut88,89 erottivat dekstraanistandardeja TSK-Gel
PW-tyyppisillä kolonneilla vesiliuoksissa. Oosterveld et al.52 sen sijaan käyttivät polyvinyyli-
geelipakattuja Bio-Gel TSK XL-kolonneja sokerijuurikaspektiinin fraktioimiseen.
Kokoeksklsuusiokromatografiassa tarvittava moolimassaerotusalue on usein laajempi kuin
yhdentyyppisellä geelillä voidaan saavuttaa. Sellaisissa geeleissä, joiden partikkelien huokoset
ovat suuret, suuret molekyylit erottuvat selektiivisesti. Pienten molekyylien erottumista koon
mukaan ei yleensä tapahdu. Vastaavasti pienihuokoisilla geeleillä ongelmaksi muodostuu suurten
molekyylien kokonaisekskluusio. Tavallisesti ongelma ratkaistaan liittämällä useita eri huokos-
koon kolonneja peräkkäin, jolloin systeemin erotusalue laajenee.52 Kato et al.90 tutkivat
yhteenliitettyjen, eri huokoskoon geelillä pakattujen kolonnien ja niin sanottujen
yhdistelmäkolonnien erotustehoa. Yhdistelmä kolonneissa yhteen kolonniin on pakattu useita eri
huokoskoon geelejä. He huomasivat, että yhdistelmäkolonnilla voitiin useita polysakkarideja
erottaa yhtä tehokkaasti kuin yhdistetyillä kolonneilla. Yhdistelmäkolonneilla etuina olivat niiden
erotusajan lyheneminen sekä laajempi lineaarinen erotusalue (kuva 16).
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Kuva 16. Eri huokoskoon vinyylipolymeerigeeleillä täytettyjen
kolonnien erotusalueen vertailu.90 Kolonnit: TSK-Gel GMPW
(yhdistelmäkolonni), G2500PW, G3000PW ja G6000PW. Kaikki
kolonnit 60cm x 0,75cm I.D. Esimerkkiyhdiste: polyetyleeni-
glykolistandardit.
3.3. Detektorit
Kokoekskluusiokromatografiassa käytetään tavallisesti taitekerroin-, valonsironta- tai viskomet-
ristä detektoria.59 Ne soveltuvat polymeerin likimääräisen kemiallisen rakenteen tutkimukseen
ja näytteen moolimassajakauman määrittämiseen. Tarkempaa tietoa näytteestä voidaan saada
käyttämällä massaspektrometristä tai NMR-ilmaisinta. Vähemmän käytettyjä ja tietylle yhdisteen
ominaisuudelle spesifisiä detektoreita ovat UV-spektrofotometrinen detektori43 ja johto-
kykydetektori.67
3.3.1. Taitekerroindetektori
Kokoekskluusiokromatografian yleisdetektori on differentiaalinen taitekerroindetektori (RI).43
Taitekerroindetektori mittaa jatkuvasti puhtaan liuottimen taitekertoimen ja näytekomponentteja
sisältävän ajoliuoksen taitekertoimen välistä eroa. 
39
Taitekerroindetektorin etu on sen yleiskäyttöisyys. Sitä voidaan käyttää konsentraatiodetektorina,
koska puhtaan aineen taitekerroin on likimäärin suoraan verrannollinen sen konsentraatioon
liuoksessa. Detektorin mittaama taitekerroin Ri hetkellä i saadaan yhtälöstä14
(16) R K
dn
dc
Ci r i=
missä Kr on detektorista riippuva kokeellisesti määritettävä vakio, Ci on näytekomponentin
konsentraatio hetkellä i ja dn/dc yhdisteen taitekertoimen muutos sen konsentraation suhteen.
Termi dn/dc on yhdisteestä riippuva vakio.68 Siksi tarkasti ottaen taitekerroin on konsentraation
suhteen vertailukelpoinen ainoastaan yhdisteillä, joilla on samanlainen kemiallinen rakenne tai
dn/dc-vakio. Näin ollen polymeeriseosten taitekerroin liuoksessa ei ole suoraan verrannollinen
niiden konsentraatioon. Taitekertoimeen vaikuttavat myös liuospaineen, liuospulssin ja
lämpötilan muutokset.14 Poistamalla nämä tekijät sekä olettamalla dn/dc-arvo vakioksi, soveltuu
taitekerroindetektori polymeerien määritykseen sekä konsentraation likimääräiseen mittaamiseen.
3.3.2. Viskometrinen detektori
Differentiaalinen viskometrinen detektori on moolimassaselektiivinen detektori, joka mittaa eroja
yhdisteiden viskositeeteissä. Detektorin toiminta perustuu Wheatstone-sillan nesteanalogiin.69
Neljän kapillaarin muodostamaa siltaa käytetään kapillaarin lävitse virtaavien näyteliuoksen ja
puhtaan liuottimen aiheuttamien paine-erojen mittaamiseen (kuva 11).70
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Kuva 11. Viskometrisen detektorin kapillaarien
Wheatstone-kytkentä. IP: Eluentin sisääntulonpaineen
mittari, DP: Differentiaalinen painemittari. R1-R4:
Kapillaarit. Kuva on viitteestä 70.
Systeemissä mitataan kahta paine-eroa. Differentiaalinen paine FP mitataan differentiaalisella
painemittarilla. FP on kapillaareissa R3 ja R4 virtaavien näyteliuoksen ja puhtaan liuoksen paine-
ero, joka johtuu liuosten viskositeettieroista. Kapillaarien R1 ja R2 välinen viskositeetistä johtuva
paine-ero on yhtäsuuri. Toinen painemittari mittaa kapillaarisiltaan sisään virtaavan eluentin
aiheuttamaa painetta Pi . FP:n ja Pi:n avulla voidaan laskea detektorin läpi virtaavan näyteliuok-
sen sisältämän polymeerin spesifinen viskositeetti Msp yhtälöstä69
(17) ηsp
i
P
P P
=
−
4
2
∆
∆
Näyteliuoksen sisältämän polymeerin rajaviskositeettiarvo [M] saadaan yhtälöstä
(18) [ ] limη
η
=
→c
sp
c0
missä c on näyteliuoksen konsentraatio, joka saadaan detektorisysteemiin liitetyn taitekerroin-
detektorin signaalista. Koska kapillaarissa virtaava näyteliuos ei ole äärettömän laimeaa,
lasketaan [M] niin sanotusta Solomonin ja Gatesmanin keskiarvoekstrapolaatiolausekkeesta
(engl. average viscosity extrapolation)65
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missä näyteliuoksen suhteellinen viskositeetti Mrel = Ms/M0 = Msp + 1 on liuenneen polymeerin
viskositeetin Ms ja puhtaan liuottimen viskositeetin M0 suhde. Viskometrisen detektorin pää-
sovellus on universaalikalibrointi, jolla voidaan määrittää polymeerin numerokeskiarvomooli-
massa Mn ja moolimassajakauma.69 Lisäksi viskositeettijakauman perusteella voidaan yhdisteiden
haaroittumista ja hyrräsäteen suuruutta arvioida.70
3.3.3. Valonsirontadetektori
Toinen moolimassasensitiivinen detektori on valonsirontadetektori. Sen toiminta perustuu
näyteliuokseen kohdistetun valonsäteen sironnan mittaamiseen, minkä perusteella liuoksessa
olevien partikkelien koko voidaan määrittää.
Ensimmäisen nestekromatografiassa käytetty valonsirontadetektori oli haihduttava valonsiron-
tadetektori (ELSD).71 Siinä detektoriin johdettu näyteliuos kulkeutuu sumuttimeen, jossa liuos
muutetaan aerosoliksi nopean kaasuvirtauksen avulla. Aerosoli haihdutetaan, jolloin liuoksessa
olleet yhdisteet muodostavat höyrystyneitä partikkeleja. Muodostuneiden partikkelien koko
riippuu polymeerin konsentraatiosta näyteliuoksessa. Viimein höyrystyneet partikkelit johdetaan
valonsäteen ohitse ja partikkeleista sironneen valon intensiteetti mitataan jossain kulmassa.
Mitattu valonsironnan intensiteetti on verrannollinen partikkelien konsentraatioon sekä niiden
kokoon. Sopivalla kalibroinnilla partikkelin koon perusteella voidaan sen moolimassaa arvioida.
Mittaamalla näyteliuoksen valonsirontaa useammasta kulmasta, voidaan liuenneiden partikkelien
moolimassa määrittää tarkasti. Monikulmavalonsirontadetektori (MALLS) mittaa näyteliuokseen
kohdistetun valon sironnan Rayleighin suhteen avulla useasta kulmasta72 (kuva 12). Näytteestä
sironnut valo on verrannollinen liuenneen aineen konsentraatioon ja moolimassaan. Rayleighin
suhde R(O) on näytteestä kulmassa O sironneen valon määrän ja puhtaasta liuottimesta sironneen
valon määrän erotus jaettuna valon intensiteetillä. Rayleighin suhde on verrannollinen liuenneen
aineen moolimassaan yhtälön 20 ja sen käänteisyhtälön 21 avulla
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missä K* = 4_2n02(dn/dc)2/U4NA on optinen vakio, c liuenneen aineen konsentraatio, A2 on toinen
viriaalikerroin ja P(O) partikkelin muototekijä. n0 on liuottimen taitekerroin, dn/dc liuenneen
aineen taitekertoimen muutos konsentraation suhteen aallonpituudella U ja NA on Avogadron
vakio. Mittaamalla valonsironta yhdestä kulmasta, voidaan olettamalla P(O) = 1 arvioida
yhdisteen moolimassa.72 Mittaamalla valonsironta useammasta kulmasta, voidaan P(O) ja Mw
laskea ilman kalibrointia.
Koska valonsirontadetektori mittaa kaikkien näyteliuoksessa olevien partikkelien valonsirontaa,
voivat liuoksessa esiintyvät mikropartikkelit vaikeuttaa detektointia.73 Tällaisia partikkeleja ovat
muun muassa mikrogeelit (katso kohta 1.5.1.), joiden poistaminen liuoksesta ennen analyysiä on
tärkeää.
Kuva 12. Valonsirontadetektorin toimintaperiaate. Näytteeseen kohdistetun valon
sironta kulmassa O havaitaan valomonistinputkilla D. 
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3.3.4. Massaspektrometrinen detektori
Yhdisteiden massaspektrometrisessä analytiikassa käytettyjen kenttädesorptiomassaspektro-
metrien (FD/MS) käytännöllinen analyyttien moolimassan yläraja on noin Mw = 10000 g/mol.74
Luonnonpolymeerien heterogeenisyys vaikeuttaa massaspektroskopista analyysiä ja yhden mooli-
massan sijaan luonnonpolymeerejä kuvaavat leveät moolimassajakaumat. Toisaalta polymee-
riketjujen pääteryhmät ja funktionaaliset ryhmät kasvattavat rakenteeltaan erilaisten polymeerien
lukumäärää. Usein luonnonpolymeerit ovat rakenteeltaan voimakkaasti haaroittuneita eikä niiden
kemiallinen rakenne ole säännönmukainen. Edellä kuvattu heterogeenisyys aiheuttaa FD/MS-
laitteille usein vakavia rajoitteita, koska ionisointivaiheessa syntyy paljon erilaisia molekyylifrag-
mentteja, joiden tunnistaminen voi olla vaikeaa.74
Modernit pehmeät ionisointitekniikat, kuten sähkösumutusionisointi (ESI, toimintaperiaate katso
kohta 5.2.4.) ja matriisiavusteinen laser-desorptioionisointi (MALDI), ovat mahdollistaneet
myös suurien polymeerien massaspektroskopian. ESI-  ja MALDI-ionisaattoreilla polymeeri
voidaan ionisoida ilman molekyylin suurempaa fragmentoitumista. Tämän seurauksena
massaspektri on yksinkertainen ja siten helposti muunnettavissa moolimassajakaumaksi.75
Verrattuna moninkertaisesti varautuneita polymeeri-ioneja tuottavaan sähkösumutusionisointiin,
muodostaa MALDI usein yksinkertaisesti varautuneita analyyttejä.76 Yleensä MALDI-ionisaattori
liitetään suhteellisen alhaisen resoluution lentoaika-massaspektrometriin (TOF-MS).
Korkeamman resoluution saavuttavaa Fourier muunnos-massaspektrometriä (FT-MS) käytetään
useimmiten ESI-ionisaattorin kanssa.
MALDI-ionisaattori voidaan liittää nestekromatografiin joko jatkuvavirtauskeräimellä tai
aerosolisumuttimella.76 Koska jatkuvavirtauskeräimen kautta kulkevan eluentin maksimivirtaus-
nopeus on hyvin alhainen (alle 0,5 Wl/min) ja koska ionisointimatriisina käytettävän yhdisteen
tulee olla nestemäinen, käytetään näyttensyötössä tavallisesti aerosolisumutinta (kuva 13).
Aerosoli-MALDI:ssa eluentin virtausnopeus voi olla jopa yli 0,5 ml/min. Siinä erillinen,
sopivaan liuottimeen liuotettu matriisiyhdiste ja kolonnista tuleva eluentista johdetaan
sumuttimeen. Valittava matriisiyhdiste ja sen ominaisuudet riippuvat tutkitusta polymeeristä.
Verrattuna synteettisten polymeerien analytiikkaan, biopolymeerien ionisointi tapahtuu
protonoitumisen, eikä kationinmuodostuksen kautta.74 Sumuttimessa muodostunut aerosoli
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Kuva 13. Kokoekskluusiokromatografiin liitetty MALDI-TOF-
massaspektrometri. Kuva viitteestä 76.
kulkee lämmityskanavan läpi, jossa eluentti haihdutetaan ja analyytti ionisoidaan korkeaintensi-
teettisellä pulssitetulla UV-laserilla.75 Lopuksi muodostuneet analyytti-ionit johdetaan
massaspektrometriin.
Massaspektrometrin käyttö kokoekskluusiokromatografiassa suoraliitäntädetektorina perustuu
oletukseen, että yhdisteiden moolimassa muuttuu tietyssä suhteessa eluutioaikaan nähden.75
Tämän oletuksen perusteella mitatusta massaspektristä voidaan muodostaa moolimassajakauma
sekä suoraan laskea yhdisteen numero- ja painokeskiarvomoolimassat kohdassa 2.2. esitettyjen
yhtälöiden perusteella. Jokainen massaspektrin massa-varaus-piikki esittää yhtä kromatogrammin
segmenttiä (kuva 14). 
MALDI-TOF-massaspektrometrillä on analysoitu polymeerejä, joiden Mw = 106 g/mol.74
Käytännössä moolimassa-alueen yläraja on kuitenkin huomattavasti alhaisempi, koska MS-
signaali ilmoittaa havaittujen ionien lukumäärän, mutta ei niiden massaa. Painavien analyytti-
ionien havaitseminen jakaumasta on vaikeaa, mikä vääristää laskettua moolimassajakaumaa.
Jackson et al.74,77 osoittivat, että MALDI-TOF-laitteistolla mitatut moolimassat eroavat jonkin
verran SEC-RI-mittauksissa määritetyistä moolimassoista. RI-signaali on verrannollinen
yhdisteen massaan, kun taas MS-signaali ilmoittaa ionien määrän. Siten MALDI-TOF:lla
mitatussa moolimassajakaumassa ylikorostuu pienet ionit. Suurien ionien signaalit ovat liian
pieniä verrattuna SEC-RI-signaaliin. Ryhmän mittaamat keskimääräiset moolimassat olivat
MALDI-TOF-mittausten mukaan SEC-RI-mittauksia pienempiä.77 Danis ja muut75 huomauttivat-
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kin, että polymeereille, joiden moolimassajakauma on leveä (Dp > 1,5), on massaspektri varsin
epäluotettava (useilla luonnonpolymeereillä on varsin leveä moolimassajakauma). Ryhmän
mukaan heidän analysoimilleen vesiliukoisille polymeereille käytännöllinen moolimassa-alue
oli Mw = 6000-60000 g/mol.
Kuva 14. Tyypillinen polymeerin massaspektri. Laitteisto: SEC/MALDI-
TOF-MS. Näytteet: a) polyetyleeniglykolistandardi (PEG 1000, Mw =
1000 g/mol)) ja b) polypropyleeniglykoli (PPG 1000, Mw = 1000 g/mol).
Kuva viitteestä 76.
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Verrattuna SEC/MS-suoraliitäntään, on massaspektrometrin erillisliitäntä tehokkaampi
analyysimenetelmä, koska erillisliitäntäisen laitteen asetukset voidaan optimoida tehokkaasti.74
Tästä on erityisesti apua suurien ionien analysoinnissa, jossa MS-laitteen tarkkuus on muutenkin
pieni. Kuitenkin yhdisteiden analysoiminen on nopeampaa suoraliitäntämenetelmällä, koska
erillisliitäntätekniikan vaatimat työläät näyttenkäsittelyvaiheet, kuten fraktionkeräys, pipetointi
ja haihdutus voidaan jättää pois.
3.3.5. NMR-detektori
Ydinmagneettiresonanssispektrometrin (NMR) liittäminen SEC-laitteistoon polymeerien mooli-
massan määrittämiseksi ja kemiallisen hienorakenteen selvittämiseksi on viimeisen kymmenen
vuoden aikana lisääntynyt. NMR:n nestekromatografinen liitäntä on mahdollista käyttämällä
laitteistossa läpivirtauskyvettiä, jonka läpi tutkittava eluentti johdetaan.78 Aikaisemmin käytetyn
500 MHz:n 1H NMR-laitteiston79 lisäksi erotusteholtaan parempia 750 MHz:n 1H NMR-80 ja 800
MHz:n 1H NMR-spektrometrejä81 on käytetty polymeerien SEC-analyyseissä detektorina.
Käytettäessä NMR-detektoria, tulee SEC:n ajo-olosuhteisiin kiinnittää erityistä huomiota. Sopi-
van eluentin valinta on vaikeaa. Hyvä eluentti NMR-detektorille on trikloorimetaani-deuterotri-
kloorimetaaniliuos (CHCl3-CDCl3 5:95), jonka avulla spektrin nollapiikki (G = 0 ppm) on helppo
mitata.78 Kuitenkaan kaikki polymeerit eivät liukene orgaaniseen liuottimeen, ja mahdollisuudet
eluentin koostumusta säätämällä vaikuttaa esimerkiksi polyelektrolyyttiefekteihin vähenevät.
NMR-laite on erittäin herkkä eluentin virtausnopeuden vaihteluille.78 Korkeilla virtausnopeuk-
silla mitattavat piikit levenevät ja niiden pinta-ala kasvaa ja korkeus vähenee. Myös laitteen
signaali-kohinasuhde (S/N-suhde) heikkenee eluentin virtausnopeuden kasvaessa, koska
nopeassa virtauksessa ytimet eivät ehdi saavuttaa ydinpolarisaatiotasapainoa NMR-mittauskentän
suhteen. NMR-piikkien levenemistä on havaittu myös korkeammissa näytekonsentraatioissa.78
NMR-spektristä voidaan määrittää homopolymeerin moolimassa mittaamalla NMR-signaalin
monomeerille antaman resonanssipiikin korkeus ja varsin heikkona signaalina havaittavan poly-
meerin pääteryhmän resonanssipiikin korkeus. Ute et al.78 osoittivat vesiliukoiselle synteettiselle
homopolymeeristandardille, poly(metyylimetakrylaatille) (PMMA), että sen moolimassa voidaan
47
määrittää mittaamalla polymeerin monomeerissä spesifisesti toistuvan ?-CH3-ryhmän piikin
korkeus spektristä (kuva 15). Tämän piikin ja polymeeriin liitetyn pääteryhmän t-C4H9
resonanssipiikin avulla polymeerille laskettiin numero- ja painokeskiarvomoolimassat yhtälöillä
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missä Ii on resonanssipiikin intensiteetti hetkellä i.
SEC/NMR-menetelmä soveltuu homopolysakkaridien tutkimukseen. Sidelmann et al.80 osoittivat
SEC/NMR-menetelmän (750 MHz:n 1H NMR) sopivan myös polyesteröityjen glukuronihappo-
johdoksien analytiikkaan. Glukuronidit voitiin havaita alle 0,14 Wmol tasolla.
Kuva 15. NMR-esimerkkispektri. Polymeerin kemiallisten ryhmien
resonanssipiikit retentioajan suhteen kolmiulotteisessa
ydinmagneettiresonanssispektrissä. Näyte: PMMA. Kuva viittestä 78.
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3.4. Tulosten luotettavuuteen vaikuttavia tekijöitä
Kokoekskluusiokromatografia on erinomainen menetelmä polymeerien keskimääräisen mooli-
massan ja moolimassajakauman määrittämiseen. Kuitenkin tuloksia arvioitaessa tulee olla kriit-
tinen. SEC:lla on useita heikkouksia. Jos nämä heikkoudet jätetään huomioimatta, aiheutuu
moolimassan määritykseen virhettä.
3.4.1. Näytteen valmistus ja esikäsittely
Näytteen esikäsittelyn merkitystä kokoekskluusiokromatografiassa ei voida kylliksi korostaa.
Suurelta osin esikäsittelystä riippuu mitatun moolimassajakauman luotettavuus. Erityisesti poly-
elektrolyyttien liuottaminen on vaikeaa ja ne muodostavat helposti aggregaatteja. Aggregaattien
muodostumista voidaan estää lisäämällä vesiliuokseen pieni määrä elektrolyyttisuolaa tai
orgaanista liuotinta. Sen sijaan ultraäänihauteen käyttö ei sovi aggregaattien vähentämiseen, sillä
polysakkaridit hajoavat herkästi sonikoinnissa.94
Elektrolyyttisuolaa tai liuotinta käytettäessä tulee huomioida kromatogrammissa mahdollisesti
esiintyvä suolapiikki, joka eluoituu yleensä monosakkaridipiikin kanssa päällekäin. Vinyylipoly-
meerigeeleillä hyviä liuotusreagensseja ovat etanoli, 2-propanoli ja butanoli. Näillä esiintyy lieviä
elektrostaattisia vuorovaikutuksia stationaarifaasin kanssa,32 joiden vuoksi kyseiset alkoholit
eluoituvat kolonnista polymeerinäytettä myöhemmin.
Aggregaatit voidaan myös poistaa suodattamalla lasikuitusuodattimella tai sopivan membraanin
läpi.22 Suodatuksessa erittäin suuret tai polyelektrolyyttiset polymeerit voivat takertua
suodattimeen, jolloin näytteen edustavuus kärsii ja moolimassajakauma voi vääristyä. Kolonnin
kapasiteetin ylittymistä tulee varoa, etteivät yhdisteiden retentioajat vääristy. Viskositeetti-
ilmiöiden estämiseksi käytetyn näyteliuoksen tulee olla mahdollisimman laimeaa ja kolonniin
injektoidun näytemäärän mahdollisimman pieni. Tarkan näytekonsentraation tunteminen on
tarpeellista erityisesti viskometrisessä universaalikalibroinnissa ja valonsirontamittauksissa.95
Vaikka näyte olisikin valmistettu huolellisesti, voi suodatusvaiheessa membraaniin takertunut
näyte aiheuttaa virhettä etenkin laimeiden liuosten konsentraatioihin.
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Näytteenkäsittelyssä tulee huomioida liuotettujen polymeerien mahdollinen hidas turpoaminen.
Letot ryhmineen95 liuottivat selluloosanitraattinäytteitä tetrahydrofuraaniin (THF) ja mittasivat
näytteiden moolimassakeskiarvoja ajan funktiona. Erään näytteen mitatut kesimääräiset mooli-
massat heti liuotuksen jälkeen olivat Mn = 97000 g/mol ja Mw = 220000 g/mol. Tunnin
seisottamisen jälkeen mitattiin moolimassoiksi Mn = 65000 ja Mw = 130000 g/mol. Kolmen
tunnin turpoamisen jälkeen selluloosanitraatille mitattiin moolimassat Mn = 40000 g/mol ja Mw
= 100000 g/mol. Barth ja Regnier22 seisottivat veteen liuotettuja CMC-, HEC- ja CMHEC-
näytteitään yön yli riittävän liukenemis- ja turpoamisajan varmistamiseksi.
3.4.2. Kalibrointi
Tärkeä seikka polymeerien moolimassamäärityksessä kokoekskluusiokromatografialla on kalib-
rointi. Käytettyjen standardiyhdisteiden tulee soveltua käytettyyn polymeeri-liuotin-systeemiin.
Ideaalisella standardiyhdisteellä ei ole elektrostaattisia vuorovaikutuksia stationaarifaasin kanssa.
Yhdisteen moolimassajakauma on hyvin kapea (Dp K 1,0) ja kemiallinen koostumus homogeeni-
nen, sen moolimassan tulee olla tunnettu ja sen hydrodynaaminen tilavuus ei saa muuttua
olennaisesti erilaisissa liuottimissa.96
Kemialliselta rakenteeltaan erityyppiset molekyylit voivat eluoitua kolonnista samaan aikaan,
vaikka niillä olisi hyvinkin erilainen moolimassa. Tämän havainnon johdosta Benoit ryhmineen63
kehitti viskometrisen universaalikalibrointimenetelmän, joka ottaa huomioon kyseisen ongelman.
Universaalikalibrointi tuottaa useilla erityyppisillä ja -painoisilla molekyyleillä lineaarisen
kalibrointisuoran retentioajan suhteen. Siitä huolimatta universaalikalibrointi sisältää lukuisia
poikkeuksia. Erään niistä esitti Dubin,55 joka tarkasteli universaalikalibroinnin suhdetta
Einsteinin viskositeettilakiin (yhtälö 8). Universaalikalibroinnissa molekyylin muototekijä Y
jätetään huomiotta. Erimuotoisille partikkeleille niiden muototekijän muuttuessa suhde Vh B
[M]M ei kuitenkaan päde tarkasti. Siten rakenteeltaan erityyppisillä molekyyleillä eripainoiset
molekyylit voivat eluoitua lähes samanaikaisesti (kuva 17). Vastaavanlaisen huomion tekivät
Ousslem ja muut26 kalibroidessaan laitteiston lineaarisilla pullulaanistandardeilla. Voimakkaasti
haaroittuneiden ja vesiliuoksessa turvonneiden pektiinien moolimassat olivat huomattavasti
korkeammat mitattuina viskometrisesti kuin valonsirontadetektorilla mitattuina. Vårum et al.94
puolestaan huomauttivat, että laskettaessa molekyylien hydrodynaaminen tilavuus käyttäen Mark-
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Houwink-vakioita (yhtälö 7), riippuu vakioiden luotettavuus niiden määrittämiseen käytettyjen
standardiyhdisteiden moolimassajakauman leveydestä. Moolimassajakaumaltaan leveiden
standardien Mark-Houwink-vakiot poikkeavat runsaasti kapeiden standardien arvoista, vaikka
standardien moolimassakeskiarvot olisivat samat.
Kuva 17. Universaalikalibrointisuora kemialliselta rakenteeltaan erilaisilla standar-
deilla.94 Standardit: Q pullulaani, + A-glukaani, * alginaatti (L. hyperborea), 
• alginaatti (M. pyrifera). Kav: jakautumisvakio. [M]Mn: hydrodynaaminen tilavuus.
3.4.3. Laitteiston vaikutukset
Systeemin erotusteho ja kalibroinnin luotettavuus riippuvat käytetystä laitteistosta ja kolonneista.
Koska jokaisella geelillä on huokoskoosta riippuva tehokas erotusalue moolimassan suhteen,
riippuu systeemin tehokas moolimassa-alue käytetystä geelistä. Verrattuna polysakkari-
digeeleihin, nykyiset synteettiset polymeerigeelit ovat varsin stabiileja erilaisissa liuottimissa.
Niiden ominaisuudet, kuten huokoskoko, eivät muutu erotusolosuhteiden vaihtuessa.87 Sen sijaan
kolonnin pakkausmenetelmä vaikuttaa selvästi kolonnin erotuskykyyn.97,98,99,100 Stationaarifaasin
epätasainen jakautuminen kolonniin muuttaa sen erotusominaisuuksia. Tämän seurauksena
erotettavat näytevyöhykkeet levenevät. Myös ylimääräinen kuollut tilavuus kolonnien päissä,
käytetyissä johtimissa ja detektoreissa leventää näytevyöhykkeitä.
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Yhdisteiden moolimassan määrittäminen systeemin erotusalueen ylä- ja alarajalla on epävarmaa.
Erotusrajoilla kalibrointisuoran kulmakerroin kasvaa voimakkaasti, jolloin kalibrointisuora on
päistään kaareva (kuva 18).22 Yhdistämällä usean eri huokoskoon geelillä pakattuja kolonneja,
voidaan systeemin moolimassa-aluetta kasvattaa. Tällaisella systeemillä mitattu kalibrointisuora
saattaa kuitenkin sisältää epäjatkuvuuskohtia ja usein se on epälineaarinen.90 Eräillä
erikoisvalmisteisilla geeleillä on voitu erottaa pullulaanistandardeja Mw = 108 g/mol asti,60 mutta
käytännössä SEC-kolonnien moolimassaerotuksen yläraja polysakkarideilla on noin Mw = 106-107
g/mol.87 Vaikka hyvin pitkillä kolonneilla ja alhaisilla eluentin virtausnopeuksilla voidaan pieniä
oligomeerejä erottaa,101 on niiden moolimassan määrittäminen SEC:llä kohtuullisessa ajassa
varsin vaikeaa.61
Kuva 18. Dekstraanien kalibrointikäyrät eri huokoskoon kolonneilla.
Kolonnit: SynChropak 500 (X), 1000 (") ja 4000 (!). Standardit:
glukoosi, dekstraanit 1000, 2000, 4000, 7000, 110000, 150000, 250000,
500000 ja 2000000 g/mol. Eluentti: 0,7M NaOAc-puskuri pH 3,7.
Virtausnopeus: 0,5 ml/min. M: moolimassa. V: retentiotilavuus. Kuva
artikkelista 22.
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Polymeeri-liuotin- ja polymeeri-stationaarifaasi-vuorovaikutukset vaikuttavat osaltaan SEC:n
tulosten luotettavuuteen. Polyelektrolyyttiefektit, aggregoituminen ja intermolekulaariset ilmiöt
(katso kohta 1.5) vaikuttavat molekyylien retentioon kolonnissa. Nämä ilmiöt muuttavat
molekyylien retentioaikoja ja vääristävät yhdisteiden jakautumisvakiota Kav.96 Sen lisäksi
polyelektrolyyttiefekteillä on merkittävä vaikutus systeemin kalibrointiin. Domard ja Rinaudo102
huomasivat, että polyelektrolyyttisten polysakkaridien turpoamisen ja stationaarifaasiadsorption
takia viskometrinen universaalikalibrointi oli voimassa vasta suhteellisen väkevissä elektrolyyt-
tiliuoksissa, joiden I > 0,2M.
Mittaustulosten luotettavuus riippuu myös käytetystä ilmaisemesta. Massaspektrometrillä tulos-
ten luotettavuus riippuu mitatun näytteen moolimassasta ja polydispersiivisyydestä (katso kohta
3.3.4). NMR-detektorilla eluentin virtausnopeus ja näytekonsentraatio vaikuttavat detektorin
erotuskykyyn (katso kohta 3.3.5). Viskometrisessä universaalikalibroinnissa tai käytettäessä
valonsirontadetektoria moolimassan määritykseen (yhtälöt 19 ja 20) näytteen konsentraatio on
tärkeä parametri. Usein analyyttien konsentraatio liuoksessa mitataan taitekerroindetektorilla. RI-
signaalin tarkkuudesta riippuu mitatun konsentraation tarkkuus. Taulukosta 3 nähdään, että
taitekertoimen muutos konsentraation suhteen dn/dc vaihtelee polymeerityypin mukaan. Yleensä
kuitenkin dn/dc oletetaan vakioksi, jolloin mitattu konsentraatio ei ole oikea heterogeenisillä
näytteillä. Myös Suortin103 mukaan pullulaanistandardien dn/dc-arvot olivat vakioita. Hän mittasi
pullulaanien dn/dc-arvot standardeille, joiden Mw = 58000-1660000 g/mol.
3.4.4. Tulosten käsittely
Epätarkkuutta aiheuttavat eri ilmaisimilla mitattujen kromatogrammien perusteella tehdyt
tulkinnat. Käytettäessä yhdisteen viskositeettiä moolimassan mittamiseen, on yhdisteelle mitattu
moolimassa tarkalleen ottaen numerokeskiarvomoolimassa Mn (yhtälö 15).  Vastaavasti valonsi-
rontamittauksissa todellisuudessa määritetty partikkelin moolimassa on sen painokeskiarvomoo-
limassa Mw (yhtälö 20). Koska yleensä oletetaan, että keskiarvomoolimassojen mittaamiseen
käytetyt kromatogrammin segmentit ovat kauttaaltaan homogeenisiä (Dp K 1,0), ei mittaustavalla
ole merkitystä.28 Kuitenkin muun muassa Huberin56 mittauksista voidaan nähdä (taulukko 3), että
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viskometrisesti mitattu Mn ja valonsironnasta mitattu Mw eroavat dekstraanistandardeilla
toisistaan. Lisäksi tiedetään,95 että SEC:ssa näytevyöhykkeen aksiaalinen dispersio on
suhteellisen voimakasta myös hyvin pakatuissa kolonneissa. Tällöin heterogeenisen näytteen
kromatogrammista mitatut segmentit käsittävät eripainoisten molekyylien havaintotietoja.
Suddabyn ryhmän104 vertailussa valonsironta- ja viskositeettidetektorin signaalista laskettujen
moolimassojen erot olivat pienille (Mw < 5000 g/mol) yhdisteille 5-15%, keskisuurille (Mw =
5000-750000 g/mol) yhdisteille keskimäärin 3%, ja suurille (Mw > 1000000 g/mol) molekyyleille
lähes 30%.
Lesec et al.14 ja Cheung et al.35 määrittivät polysakkaridien sekä synteettisten polymeerien
moolimassoja. He liittivät yhteen taitekerroindetektorin, viskometrisen detektorin ja valonsiron-
tadetektorin. Detektorit kytkettiin sarjaan, jolloin eluentti kulkeutui vuorollaan jokaisen laitteen
läpi. Systeemi kalibroitiin mitatuilla Mn- ja Mw-arvoilla. Ryhmät huomasivat, että eluentin
kulkeutumisaika detektorien välillä vaikutti mitattuihin moolimassohin ellei kulkeutmisaikaa
detektorien välillä otettu huomioon. Letot et al.95 mukaan jo 1%:n virhe retentiotilavuudessa
johtaa moolimassan 15%:n virheeseen.
Polysakkaridi Mn (g/mol) Mw (g/mol) Dp (Mw/Mn) dn/dc (ml/g)
Dekstraani 41300 48900 1,18 0,144
70000 83300 1,19 0,145
123000 155000 1,26 0,150
209000 279000 1,33 0,152
309000 477000 1,54 0,155
Pullulaani 22700 23100 1,02 0,135
48700 49800 1,02 0,135
107000 110000 1,03 0,135
209000 218000 1,04 0,135
408000 419000 1,03 0,135
HES 61100 200800 3,29 0,147
67900 194800 2,87 0,143
68400 185200 2,71 0,146
Taulukko 3. Erilaisten polysakkaridien taitekertoimen muutos konsentraation suhteen (dn/dc), valonsironnasta
ja viskositeetistä mitattu moolimassa (Mw ja Mn). HES: hydroksietyylitärkkelys. Tiedot viitteestä 56.
54
Ennen moolimassan määritystä kromatogrammien matemaattinen esikäsittely saattaa olla tarpeen.
Lesec ja Volet14 huomasivat, että valonsironta- ja viskositeettikromatogrammeissa polymeerien
leveiden piikkien reuna-alueilla, kun näytemäärä detektorikyvetissä on alhainen, mitattu signaali
muuttui hyvin epästabiiliksi. Tällöin piikin muoto noudattanut enää tyypillistä Gaussin jakaumaa.
Piikin reunoilla  mitattu moolimassa ja rajaviskositeetti erosivat satunnaisesti 5-50% teoreet-
tisesti lasketuista arvoista. Laskelmia voitiin tarkentaa ekstrapoloimalla piikin reunojen signaali
käyttämällä polynomista funktiota.
3.5. Sovelluksia
Polysakkaridien moolimassoja määritetään kokoekskluusiokromatografialla tavallisesti vesiliuok-
sista. Neutraaleille polysakkarideille yleinen eluentti on tislattu vesi, mutta yhä useammin
elektrolyyttiliuosta käytetään stationaarifaasin ja polymeerin elektrostaattisten vuorovaikutusten
vähentämiseksi. Polyelektrolyyteillä eluenttina käytetään jotain vahvaa elektrolyytti-vesiliuosta
polyelektrolyyttiefektien minimoimiseksi. Eräissä analyyseissä on orgaaninen liuotin havaittu
vesiliuosta paremmaksi eluentiksi. Eluentin ohella on detektorin valintaan kiinnitettävä
huomiota. Käytännössä kaikki polysakkaridien SEC-analyysit tehdään nykyään käyttämällä moo-
limassaherkää ilmaisinta tai käyttämällä Mark-Houwink-vakioita universaalikalibrointiin.
3.5.1. Neutraalit polysakkaridit
Neutraaleja polysakkarideja, kuten dekstraaneja ja pullulaaneja käytetään yleensä standar-
diyhdisteinä kolonnien kalibrointiin (taulukko 4), mutta niiden ominaisuuksia on myös analysoitu
kokoekskluusiokromatografialla. Näiden polysakkaridien moolimassajakauma on määritetty
kalibroimalla kolonnit sekä synteettisillä polymeeristandardeilla70 että käyttämällä polysakkari-
distandardeja.56 SEC/VISC/MALLS-laitteistolla on tutkittu dekstraanin haaroittumista ja kemial-
lista rakennetta käyttämällä malliyhdisteinä dekstraania ja pullulaania, jotka ovat kemialliselta
rakenteeltaan lähes samankaltaisia.56,105
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Analysoitu Käytetty Käytetty Tutkittu
polysakkaridi kolonni kalibrointi Mw-alue (g/mol) Viite
Hydroksietyylitärkkelys TSK-Gel G5000PW, G4000PW LS/UC, Dxt 185800-200800 56
Dekstraani TSK-Gel G5000PW, G4000PW LS/UC, Dxt 48900-477000 56
TSK-Gel G2500-5000PW LS/UC, Pul 97000-1750000 105
TSK-Gel G5000-3000PW UC, PEO, Pul 9400-496000 70
Pullulaani TSK-Gel G5000PW, G4000PW LS/UC, Dxt 23100-419000 56
TSK-Gel G6000PW (turvotettu) LS 16200-2610000 60
Pektiini TSK HW 55s, 65s, 75s LS, Pul 32000-336000 26
Sepharose CL-6B LS, Pul, Dxt 89000-266000 106
Sephacryl 200 Superfine UC, Dxt, PEG 3600-106000 107
WBondagel E-High A, Waters UC, Dxt, Pul 125000-458000 33   (*
E-1000, Synchropak GPC-100
Pektiini Sepharon Hema 1000 MMC, Dxt 4000-3270000 108 (**
BioGel TSK 60XL, 40XL, 30XL MMC, Pec 15000-100000 52   (**
Polygalakturonihappo Sepharose CL-6B LS, Pul, Dxt 19000-24200 106
Amylopektiini WHydrogel 250, 120 LS, Pul 7500-13500 103
Kitosaani TSK-Gel G6000PW (turvotettu) LS 160000-1600000 60
Skleroglukaani TSK-Gel G6000PW (turvotettu) LS 460000-1,1]107 60
—
*) Pektiini aggregoitui eikä tarkkaa moolimassaa voitu määrittää. Luvut ovat arvioita.
**) Nämä pektiinien moolimassamääritykset on lisätty taulukkoon vertailun vuoksi. Ensimmäisessä analyysissä
pektiinien mitattu moolimassa on epärealistisen suuri, koska standardina käytettyjen dekstraanien kemiallinen
rakenne eroaa pektiinistä huomattavasti. Toisessa analyysissä on käytetty pektiinistandardeja, joille on
kapillaariviskometrillä mitattu moolimassat. Luvut ovat edelleen suhteellisia, koska pektiinistandardit olivat lähes
kauttaaltaan lineaarsia polygalakturonaatteja.
Taulukko 4. Polysakkaridien analyysejä ja niissä mitattuja moolimassoja. LS: valonsirontadetektori, UC:
viskometrinen universaalikalibrointi, MMC: moolimassakalibrointi RI-signaalista, Dxt: dekstraanistandardi, Pul:
pullulaanistandardi, PEO: polyetyleenioksidi, PEG: polyetyleeniglykoli, Pec: pektiinistandardi
John työryhmineen101 erotti hydrolysoidun pullulaanin fraktioita preparatiivisella BioGel P-6-
kolonnilla. He käyttivät ultrapitkää kolonnia (210 cm x 1,8 cm I.D.) pienellä eluentin virtaus-
nopeudella (tislattu vesi, 60°C, 25 ml/h). Oligomeerisarjan erottaminen onnistui Mw = 10800
g/mol asti, mikä vastaa polymeerin polymeroitumisastetta DP = 60 (kuva 19). 
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Kuva 19. Hydrolysoitujen pullulaanien erottaminen BioGel P-6-kolonnilla. Kromatogrammissa
esiintyvät piikit muodostavat pullulaanista heikossa happohydrolyysissä lohkaistujen
oligomaltotrioosien sarjan. UV-kromatogrammi (420 nm).101 Numerot vastaavat oligosakkaridin
polymeroitumisastetta (DP).
Neutraalit polysakkaridit eivät nimensä mukaisesti sisällä varauksellisia monosakkaridiyksiköitä.
Kuitenkin useimmissa neutraaleissa luonnonpolysakkarideissa on pieniä määriä myös ionisoi-
tuvia ryhmiä, vaikkakin polymeerin varaustiheys on pieni. Näitä ominaisuuksia selvittääkseen
Porsch ja Sundelöf109 tutkivat dekstraanin ioniekskluusiota silikapohjaisissa LiChrospher 300 ja
1000 kolonneissa. Dekstraani sisältää pieniä määriä karboksyyliryhmiä, joita on satunnaisesti
yksi tai kaksi ryhmää yhtä monosakkaridiyksikköä kohden. Kun eluentti on tislattu vesi,
dekstraanistandardit vuorovaikuttavat ionisoitumisen seurauksena silikapartikkeleiden kanssa.
Tällöin standardin havaittu näytepiikki on leveä sisältäen usein olkapään tai kaksi huippua.
Silikageeli-polymeeri-vuorovaikutuksia voidaan pienentää modifioimalla silikapartikkeleja
alkoholilla110 tai lisäämällä eluentin ionivahvuutta. Käyttämällä eluenttina 0,1M NaCl-liuosta
Porsch ja Sundelöf huomasivat, että dekstraanistandardien kromatogrammeissa ei ollut
ylimääräisiä piikkejä vaan piikit olivat teräviä ja yksihuippuisia.109 Tutkijoiden kehittämällä
mikropreparatiivisella menetelmällä voitiin dekstraanistandardit puhdistaa varauksellisia ryhmiä
sisältävistä yhdisteistä, jolloin standardien moolimassajakauma oli kapeampi. Menetelmää
kokeiltiin dekstraanien puhdistukseen Mw = 4000-1000000 g/mol kokoisilla näytteillä.
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Silikageelejä käytettiin myös Chmelikin et al.111 työssä. Ryhmä derivatisoi sarjan dekstraani-
standardeja (Mw = 6000-2000000 g/mol) 8-aminonaftaleeni-1,3,6-trisulfonihapolla (ANTS) ja
he erottivat näytteet niiden koon mukaan sarjaanliitetyillä Bio-Sil SEC-125-, SEC-250- ja SEC-
400-kolonneilla. Yhdisteet havaittiin valonsironta-, taitekerroin- ja fluoresenssidetektoreilla (Uex
= 360 nm, Uem = 514 nm). Eluenttina käytettiin tislattua vettä ja 0,0125M fosfaattipuskuria (pH
6,8). Niissä esiintyi ANTS-dekstraanin ja silikapartikkelien välisiä elektrostaattisia vuorovaiku-
tuksia, jotka katosivat 0,05M fosfaattipuskurissa (pH 6,8). Koska ANTS-ryhmä sisältää kolme
negatiivista sulfonaattiryhmää, voitiin ANTS-dekstraani-silika-vetovoimia hyödyntää derivatisoi-
tujen dekstraanien puhdistamiseen. SEC-kolonnissa ANTS-dekstraanit erotettiin reagoimattomis-
ta dekstraanimolekyyleistä sekä koon että varauksen mukaan. Ryhmä arvioi, että vain arviolta
puolet dekstraanimolekyyleistä reagoi ANTS-reagenssin kanssa. Eristetyt ANTS-dekstraanit
analysoitiin kapillaarielektroforeesilla. Alle Mw < 50000 g/mol kokoisilla dekstraaneilla näyttees-
tä pystyttiin CE:lla erottamaan oligomeerisarja keskimäärin DP = 90 asti (kuva 20). Suuremmat
(Mw > 50000 g/mol) molekyylit eivät erottuneet päällystetyssä kapillaarissa, vaan migroituivat
yhtenäisenä leveänä vyöhykkeenä.
Selluloosan, kitiinin ja tärkkelyksen huono liukoisuus veteen vaikeuttaa niiden moolimassan
määrittämistä. Näiden polysakkaridien liukoisuus on parempi orgaaniseen liuottimeen, kuten
dimetyylisulfoksidiin (DMSO), tetrahydrofuraaniin (THF) tai metyylietyyliketoniin (MEK).10,58
Tämä vaatii usein polymeerin kemiallisen rakenteen muokkaamista liuottamiseen sopivaksi.
Muokkaaminen kuitenkin vaikuttaa monesti näytteen edustavuuteen. Striegel ja Timpa112
kehittivät menetelmän, jossa modifioimattomat selluloosa- ja pullulaaninäytteet voitiin liuottaa
litiumkloridi-dimetyyliasetamidi-liuokseen (0,5% LiCl/DMAc (w/v)). Polysakkaridit liukenivat
hyvin käytettyyn liuottimeen. Työpari mittasi polysakkaridien moolimassan SEC-laitteistolla,
johon oli liitetty viskometrinen detektori sekä taitekerroin- ja valonsirontadetektorit. Standardei-
na käytettiin kapeita polystyreenistandardeja. Standariyhdisteiden viskositeetistä ja valonsiron-
nasta voitiin systeemille määrittää lineaarinen kalibrointisuora, jonka avulla näytteiden mooli-
massajakaumat ja -keskiarvot määritettiin. Selluloosan moolimassaksi mitattiin Mw = 320000
g/mol ja pullulaanien Mw = 100000 - 300000 g/mol. Kolmoisdetektorisysteemillä määritetyt
moolimassat erosivat 0-9% valonsironnan perusteella mitatuista moolimassoista. Kirjoittajien
mukaan LiCl/DMAc-liuos on elektrolyytti-vesiliuoksia parempi eluentti polysakkaridien
analytiikassa, koska useimmat polysakkaridit liukenevat siihen. Lisäksi polyelektrolyyttiefektit
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voidaan LiCl-suolalla tehokkaasti minimoida. Yllämainittua erotusmenetelmää sovellettiin
amylopektiinin, amyloosin, selluloosan, dekstraanin ja pullulaanin erottamiseksi 0,5%
LiCl/DMAc (w/v)-eluentissa ja viskometrisellä universaalikalibroinnilla.113 Menetelmällä
erotettujen polysakkaridien moolimassat on esitetty taulukossa 5.
Kuva 20. Dekstraanin Mw = 18300 g/mol erottaminen kapillaari-
elektroforeesilla ja kokoekskluusiokromatografilla. A. CE-LIF (514
nm), B. SEC-fluoresenssi (514 nm), C. SEC-RI. Kuva viitteestä 111.
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Polysakkaridi Määritetty Mw (g/mol)
Amylopektiini (peruna) 1,2]106
Amylopektiini (maissi) 2,1]107
Amyloosi (peruna) 4,9]105
Amyloosi (maissi) 6,2]105
Selluloosa 1,8]105 - 3,3]105
Dekstraani 1,9]105 - 5,1]106
Pullulaani 1,1]105 - 3,1]105
Taulukko 5. Striegelin ja Timpan113 tekemät polysakkaridien
SEC-erotukset. Eluentti: 0,5% LiCl/DMAc (w/v). Kolonnit:
kolme kappaletta PLgel 10Wm MIXED B-kolonnia (30 cm x
0,75 cm I.D., lineaarinen moolimassa-alue 500-107 g/mol).
Selluloosan liuosominaisuuksia tutkittiin myös työssä, jossa Strlic et al.58 erottivat vetyperoksi-
dilla, NaClO:lla ja KIO4:lla hapetettua selluloosaa SEC:llä 1% LiCl/DMAc (w/v)-eluentissa. He
käyttivät pullulaanistandardeja (Mw = 180-1,6]106 g/mol) systeemin moolimassakalibrointiin.
Ryhmä perusteli kalibrointimenetelmän valintaa sillä, että viskometrinen universaalikalibrointi
ei ole voimassa käytetyssä systeemissä. Polymeerin todellista hydrodynaamista tilavuutta ei voitu
mitata, sillä modifioidun selluloosa ja LiCl/DMAc-liuoksen välillä esiintyi voimakkaita polymee-
ri-liuotin-vuorovaikutuksia. Koska pullulaanin kemiallinen rakenne muistuttaa paljon selluloosan
rakennetta, tutkijat päättivät kalibroida systeeminsä pullulaanistandardeilla PLgel 5Wm MIXED
C-kolonnissa (30 cm x 0,75 cm I.D.). Erotettujen selluloosanäytteiden moolimassat mitattiin
dynaamisella valonsirontadetektorilla (DLS). Moolimassoja verrattiin kapillaariviskometrillä
määritettyihin moolimassoihin (taulukko 6). Tulosten perusteella pullulaanistandardit näyttäisivät
soveltuvan rajoitetusti myös modifioidun selluloosan moolimassan määrittämiseen LiCl/DMAc-
liuoksista. Erot kapillaariviskometrillä mitatuissa Mv-arvoissa johtuivat kirjoittajien mukaan siitä,
että hapettimet pilkkoivat selluloosapolymeeriä.
SEC-DLS Kapillaariviskometri Mv (g/mol)
Näyte Mw (g/mol) Mn (g/mol) Mv (g/mol) - H2O2 NaClO KIO4
Selluloosa 1 96500 49500 69200 70300 68800 69600 70000
Selluloosa 2 449000 93500 219126 219623 217500 210500 211000
Taulukko 6. Strlicin ryhmän58 mittaustulokset selluloosalle SEC:llä 1% LiCl/DMAc (w/v)-eluentissa ja
kapillaariviskometrillä käsittelemättömälle näytteelle (-) sekä yksi tunti H2O2-, NaClO- ja KIO4-liuoksissa
hapetetuille näytteille. Näytteille on laskettu niiden painokeskiarvo (Mw), numerokeskiarvo (Mn) ja
viskositeettikeskiarvomoolimassat (Mv).
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3.5.2. Polyelektrolyytit
Polyelektrolyyttien moolimassan määrittämistä vaikeuttaa sopivan eluentin löytäminen. Käytettä-
essä eluenttina vesiliuosta, tulee eluentin ionivahvuuden lisäksi huomioida liuoksen pH, sillä
esimerkiksi pektiini on kemiallisesti stabiili vain, kun pH = 3-4.Useiden tutkijaryhmien106,26,13,52
mukaan sopiva eluentti pektiinin analyyseihin on natrium- tai ammoniumasetaattipuskuri
(NaOAc, NH4OAc), koska sillä on sopiva pH-alue liuoksen ioni-vahvuuden ollessa riittävä
polyyelektrolyyttisten ilmiöiden poistamiseksi (I > 0,1M). Toiseksi asetaatti-ioni vähentää pektii-
nin ja stationaarifaasin vuorovaikutuksia muita ioneja paremmin. Kolmanneksi ammonium-
asetaatti on haihtuva suola, joten pektiinifraktioita voidaan jatkoanalysoida ilman hankalaa näyt-
teenkäsittelyä.
Eluentin vaikutusta selventää Fishmanin et al.33 työ, jossa he tutkivat pektiinin rakenteellisia
ominaisuuksia ja erottivat eri kasvien hemiselluloosasta happohydrolyysillä valmistettuja
pektiininäytteitä kokoekskluusiokromatografilla yhteenliitetyillä WBondagel E-High A, Waters
E-1000 ja Synchropak GPC-100-kolonneilla. He liuottivat pektiinin eluenttina käytettyyn 0,05M
NaNO3-liuokseen. Voimakkaasti aggregoitunut pektiini suodatettiin ja näyteliuosta seisotettiin
yön yli viileässä. Pektiininäyte ajettiin SEC:llä, johon oli liitetty viskometrinen detektori.
Systeemi kalibroitiin dekstraani- ja pullulaanistandardeilla (Mw = 10000-853000 g/mol).
Pektiininäytteille mitattiin niiden viskositeettiin nähden epärealistisen korkeat moolimas-
sakeskiarvot. Tästä kirjoittajat päättelivät, että pektiininäyte sisälsi edelleen lähinnä pektiiniag-
gregaatteja. Kalibrointisuorasta pektiininäytteille mitattiin moolimassoiksi Mw = 125000-458000
g/mol. Nämä ovat varsin korkeita verrattuna muissa töissä mitattuihin pektiinin moolimassoihin.
Pektiinin hydrolysaattituotteita tutki myös Thibault kolleegoineen,106 joka määritti eri kasveista
eristetyn pektiinin sileiden alueiden homogalakturonaattiketjujen pituutta. He hydrolysoivat
omena-, sitrus- ja juurikaspektiiniä ja erottivat hydrolysaattituotteista galakturonihappoketjut ko-
koekskluusiokromatografialla Sepharose CL-6B-kolonnissa (eluentti 0,05M NaOAc, pH 4,0).
Vertailun vuoksi he määrittivät myös alkuperäisten pektiininäytteiden moolimassat. Kolonni
kalibroitiin pullulaani- ja dekstraanistandardeilla ja valonsirontadetektorilla. Kalibrointisuorasta
mitattiin omena- (Mw = 89000 g/mol), sitrus- (Mw = 119600 g/mol) ja juurikaspektiinin (Mw =
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266000 g/mol) moolimassat. Sileiden alueiden galakturonihappoketjuille mitattiin moolimassoik-
si Mw/juurikas = 19000 g/mol, Mw/omena = 21200 g/mol ja Mw/sitrus = 24200 g/mol.
Muita pektiinifraktioiden moolimassoja mitanneita ja kemiallista rakennetta määrittäneitä
tutkimusryhmiä ovat Oosterveldin52 ja Ousslemin26 ryhmät. Oosterveld et al. käyttivät Bio-Gel
TSK-kolonneja (eluentti 0,4M NaOAc pH 3,0) juurikaspektiinin hydrolysaattituotteiden tutkimi-
seen. He valmistivat itse pektiinistandardit, joiden moolimassat mitattiin kapillaariviskometrillä.
Pektiinistandardien avulla muodostettiin moolimassakalibrointisuora ja pektiininäytteille
mitattiin moolimassat Mw = 15000-100000 g/mol. Ousslem et al. käyttivät SEC:a ja valonsiron-
tadetektoria sekä pullulaanistandardeja. Heidän menetelmällään voitiin pektiinien moolimassat
määrittää välillä Mw = 32000-336000 g/mol.
3.5.3. Muita sovelluksia
Kokoekskluusiokromatografiaa käytetään paljon kasviperäisten luonnonpolysakkaridinäytteiden
puhdistukseen, moolimassan määrittämiseen ja fraktiointiin rakenteellista jatkoanalyysiä varten.
Sun et al. erottivat jauhetusta vehnän oljen hemiselluloosasta39 sekä öljypalmun hemisellu-
loosasta114 polysakkaridit ja ligniinin, ja tutkivat erotettujen fraktioiden koostumusta NMR- ja
FTIR-spektrometreillä. Ligniininäytteen puhdistaminen oli mahdollista preparatiivisella PLgel
5Wm MIXED D-kolonnilla, koska hydrolysoidun ligniinin moolimassa vaihteli Mw = 1500-1350
g/mol välillä. Ligniinihemiselluloosafraktioiden moolimassat olivat Mw = 27800-45500 g/mol.
de Paulan ryhmä115 tutki Cashew-puun mahlan polysakkaridikoostumusta. He fraktioivat
mahlanäytteen TSK-Gel G4000PWXL ja G3000PWXL-kolonneilla ja kalibroivat kolonnit
Cashew-puun mahlan polysakkarideista valmistetuilla standardeilla ja polyetyleenioksidistandar-
deilla (PEO). Eluentiksi valittiin 0,1M NaNO3-liuos, koska selvisi, että mahlan polysakkaridit
ovat lievästi varauksellisia. Polysakkaridifraktioille mitattiin kalibrointisuoran avulla moolimas-
sat välillä Mw = 34000-210000 g/mol. Happohydrolyysi-NMR-tutkimuksessa selvisi, että
Cashew-puun mahlan polysakkaridien kemiallinen rakenne muistuttaa pektiinin rakennetta.
Muita preparatiivisia SEC-erotuksia on tehty viinirypäleiden,85 Aloe veran,116 puuvillan,63
papujen117 ja viljatuotteiden94 polysakkaridien eristämiseksi jatkotutkimuksia varten.
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Kuva 21. Virtauskanavassa kulkevan eluentin parabolinen virtausprofiili ja näytteiden X ja Y
eksponentiaaliset partikkelijakaumat akkumulaatioseinämän läheisyydessä. Kuva on artikkelista
120.
4. Kenttävirtausfraktiointi
Kenttävirtausfraktiointi (FFF) on eluutiomenetelmä, jolla voidaan erottaa myös ultrasuuria
molekyylejä.10,118 Siinä makromolekyylien retentio saadaan aikaan ohuessa, nauhamaisessa
virtauskanavassa, jossa ulkoisen voimakentän avulla painetaan molekyylejä hitaampiin
virtausvyöhykkeisiin. Koska virtauskanava ei sisällä stationaarifaasia, ei FFF kuulu varsinaisiin
kromatografisiin menetelmiin. Kokoekskluusiokromatografiassa esiintyvää makromolekyylien
fragmentoitumista ei FFF:ssa tapahdu, sillä kanavassa ei ole stationaarifaasia, jota vasten
näyteliuos paineella puristettaisiin. Koska kanava on avoin, on sen efektiivinen pinta-ala (AM K
50 cm2) näytemolekyylien suhteen huomattavasti pienempi kuin kokoekskluusiokromatografiassa
(AM K 107 cm2).10,119 Siksi adsorptio virtauskanavan pintaan on pienempi kuin SEC:n
stationaarifaaseihin. Kanavan pintamateriaali ja membraanit voidaan valita varsin vapaasti.
Adsorptiosta johtuva näytehukka on pieni ja siksi näytteen saanto korkea. Näytettä ei FFF:ssa
myöskään tarvitse suodattaa, koska kanavassa ei ole tukkeutuvia osia.
4.1. Toimintaperiaate
Yhteistä kaikille kenttävirtausfraktiointitekniikoille on nestevirtaus ohuessa, nauhamaisessa
kanavassa.118 Partikkelien erottuminen saadaan aikaan kohdistamalla kohtisuoraan jokin ulkoinen
poikittaiskenttä tätä kanavaa vastaan. Nestevirtauksen ollessa isoviskoosi ja laminaarinen,
muodostuu kanavassa laminaarinen Poiseuillen virtaus, jonka virtausprofiilin poikkileikkaus on
parabolinen (kuva 21).10 Keskellä kanavaa virtaus on nopeinta hidastuen nesteen viskositeetistä
johtuvan kitkan vuoksi kanavan reunoja kohden. Kun kanavaan kohdistetaan eluentin
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virtaussuuntaan nähden kohtisuora voimakenttä, ajautuvat kanavaan syötetyt näytemolekyylit
eluenttivirtauksen eri nopeudella liikkuviin kerroksiin ja tällöin molekyylit erottuvat.
Kenttävirtausfraktiointi voidaan jakaa erottumismekanismin mukaan normaaliin ja steeriseen
kenttävirtausfraktiointiin (kuva 22). Normaalissa kenttävirtausfraktioinnissa näytemolekyylit
liikkuvat voimakentän vaikutuksesta kohti toista seinämää muodostaen sitä vastaan eksponenti-
aalisen tiheysjakauman.118 Seinämää kutsutaan akkumulaatioseinämäksi.120 Molekyylit ovat
kanavassa dynaamisessa tasapainotilassa, jolloin niihin vaikuttaa kentän aiheuttaman voiman
lisäksi diffuusion aiheuttama vastavoima.118 Polymeerien diffuusiokerroin riippuu muun muassa
systeemin lämpötilasta, liuottimen pH:sta ja ionivahvuudesta sekä siitä, onko kyseessä polyelek-
trolyyttinen, hydrofiilinen tai hydrofobinen polymeeri. Koska kentän aiheuttama voima on
verrannollinen molekyylin diffuusiokertoimeen, joka usein riippuu molekyylin koosta, on suurten
molekyylien muodostaman tiheysjakauman painopiste tavallisesti lähempänä kanavan
akkumulaatioseinämää kuin pienten molekyylien tiheysjakauman painopiste. Kokoekskluusiokro-
matografiaan verrattuna molekyylien eluutiojärjestys on päinvastainen. Suuret molekyylit
ajautuvat kanavassa hitaammin kuin pienet molekyylit. Molekyylien ollessa niin suuria, että ne
painuvat kiinni akkumulaatioseinämään, on kyseessä steerinen kenttävirtausfraktiointi. Tällöin
ei eksponentiaalista tiheysjakaumaa synny ja molekyylien liikkumisnopeus riippuu siitä, kuinka
etäälle virtaukseen molekyylit ulottuvat ollessaan kiinni seinämässä. Eluutiojärjestys on
normaali-FFF:iin nähden päinvastainen, koska suuret partikkelit ulottuvat pieniä partikkeleita
kauemmaksi nopeammin liikkuvaan virtaukseen ja eluoituvat siten nopeammin ulos kanavasta.
Normaalissa kenttävirtausfraktioinnissa erotettavien partikkelien keskimääräinen halkaisija on
yleensä alle dp < 1,0 Wm. Steerisessä kenttävirtausfraktioinnissa erotettavat partikkelit voivat olla
halkaisijaltaan dp = 1,0 - 200 Wm.120
Kuva 22. Kenttävirtausfraktiointi normaalissa ja steerisessä tilassa. Kuva viitteestä 118.
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Polymeerin retentioaika tR on FFF:ssa kääntäen verrannollinen w-paksuisessa virtauskanavassa
sen etäisyyteen  akkumulaatioseinämästä yhtälön
(25)
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perusteella, missä T = /w on retentiotekijä ja t0 kanavassa pidättymättömän yhdisteen
retentioaika.10,118
Kenttävirtausfraktiointi voidaan jaotella myös siinä käytettävän poikittaiskentän perusteella.
Erilaisia kenttiä ovat gravitaatio-, poikittaisvirtaus-, lämpö-, konsentraatiogradientti-, magneetti-
ja sähkökenttä. Kentästä riippuen molekyylien retentioon vaikuttavat niiden fysikaaliskemialliset
ominaisuudet. Erityyppisille kentille voidaan retentiotekijä johtaa systeemissä vaikuttavien
voimien avulla (taulukko 7).
Kenttä Retentiotekijä Symbolien selitykset
Gravitaatio
Λ
∆
=
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kT
d G wpπ ρ
aT
D
dp
ds
dx/dT
G
k
NA
R
T
Vc
V0
w
Fa
M
termodiffuusiotekijä
diffuusiokerroin
partikkelin halkaisija
Stokesin säde
lämpö
gravitaatiokentän voima
Boltzmannin vakio
Avogadron vakio
yleinen kaasuvakio
lämpötila
eluentin poikittaisvirtausnopeus
virtauskanavan tilavuus
kanavan paksuus
tiheyden muutos
eluentin viskositeetti
Lämpö
Λ =
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Taulukko 7. Kenttävirtausfraktioinnin retentiotekijä eri kenttätyypeillä.118
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4.1.1. Sedimentaatiokenttävirtausfraktiointi
Sedimentaatiokenttävirtausfraktioinnissa (SdFFF) virtauskanava on asennettu ultrasentrifugin
korin seinämälle.118 Kanava kiertää sentrifugiakselia kuin vyö. Kanavan pyöriminen aiheuttaa
differentiaalisia kiihdytysvoimia kohtisuoraan kanavaan nähden, jolloin partikkeliin kohdistuva
voima F on verrannollinen sen efektiiviseen massaan m (tai partikkelin halkaisijaan dp) yhtälön
GFG = mG = (_/6)dp3GFaGG mukaisesti,120 missä G on gravitaatiokentän voima ja Fa on
tiheyden muutos. Partikkeleihin kohdistuva voima F on riittävä vasta suurilla partikkeleilla, joten
SdFFF on selektiivinen kolloidisia ja sitä suurempia partikkeleita kohtaan. Erottumiseen
vaikuttavat myös eluenttimolekyylien ja partikkelien väliset tiheyserot.118 Sedimentaatiokenttävir-
tausfraktioinnilla on erotettu vain partikkeleita, joiden halkaisija dp > 10-30 nm.120 Tämä vastaa
makromolekyylejä, joiden moolimassa on arviolta M > 106 g/mol. Vaikka tavallisesti SdFFF:lla
erotettavien partikkelien koko on liian suuri (dp = 0,3-60 Wm) moolimassamäärityksiin, saadaan
myös partikkelikokojakauma mitattua.121
4.1.2. Poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi
Poikittaisvirtauskenttävirtausfraktioinnissa (FlFFF) näytemolekyyleihin kohdistetaan voima
johtamalla poikittainen eluenttivirtaus kanavan poikki kohtisuoraan kanavansuuntaiseen
eluenttivirtaukseen nähden.122 FlFFF:n käyttökohteet ovat sedimentaatio-FFF:ia laajemmat, koska
sillä voidaan erottaa partikkeleja dp K 1 nm lähtien.120 Menetelmässä akkumulaatioseinämä on
valmistettu ultrasuodatusmembraanilla päällystetystä huokoisesta levystä, joka päästää lävitseen
poikittaisen virtauksen eluentin, mutta ei tutkittavia partikkeleja. FlFFF:n partikkelikoon alaraja
määräytyy käytetyn membraanin huokoskoon mukaan. Myös membraanin laatu vaikuttaa
analyysien onnistumiseen. FlFFF-erotus voi epäonnistua, koska akkumulaatioseinämää vasten
painautuneet suuret polymeerit saattavat jäädä loukkuun membraanin huokosiin.123
Poikittaiskentän partikkeleihin kohdistama voima F on kanavassa Stokesin lain nojalla GFG =
fGUG = 3_MGUGdp = kTGUGD-1, missä k on Boltzmannin vakio, f on kitkakerroin, T on lämpötila
ja M eluentin viskositeetti.120 Kanavassa kaikkiin molekyyleihin kohdistuu niiden tiheydestä
riippumatta sama poikittaisvirtauskenttä U ja tätä kenttää vastustava, molekyylin koosta riippuva
diffuusiovoima. Tämän vuoksi partikkelijakauman etäisyys akkumulaatioseinämästä riippuu
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partikkelien halkaisijoiden dp (tai hydrodynaamisten tilavuuksien) eroista sekä eroista niiden
diffuusiokertoimissa D. Siten suuremmat molekyylit, joilla on pieni diffuusiokerroin, ajautuvat
lähemmäksi akkumulaatioseinämää ja eluoituvat kanavasta hitaammin kuin nopeasti
diffundoituvat pienet molekyylit. FlFFF:ää voidaan käyttää myös steerisessä tilassa, jolloin
molekyylien eluutiojärjestys on päinvastainen. Poikittaisvirtauskenttävirtausfraktionnin
muunnoksia ovat asymmetrinen poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi124 sekä sovellus, jossa
kanavana käytetään onttoa huokoista kuitua.125
4.1.3. Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi
Asymmetrisessä poikittaisvirtauskenttävirtausfraktioinnissa (AsFFF) kanavan akkumulaatiosei-
nämä koostuu eluentin läpäisevästä membraanista ja toinen seinämä on kiinteä (kuva 23).124
AsFFF:ssa osa virtauskanavaan johdetun eluentin virtauksesta aiheuttaa poikittaisvirtauksen,126
toisin kuin FlFFF:ssa, jossa poikittaisvirtauksen aiheuttaa kohtisuoraan kanavan poikki johdettu
eluentti. Partikkelien retentio riippuu pääasiassa poikittaisvirtauksen (Vc) ja kanavan ulostuloon
kulkevan pituussuuntaisen virtauksen (Vout) suhteesta.124 
Kuva 23. Asymmetrisen poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointikanavan
toimintaperiaate. Osa virtauskanavaan johdetun eluentin virtauksesta aiheuttaa
poikittaisvirtauksen. Kuva viitteestä 124.
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Partikkelin retentioajan tR ja hydrodynaamisen säteen dH välinen yhteys saadaan yhtälöstä 
(26) d
kTA t
t V wH
M R
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0πη
missä k on Boltzmannin vakio, T on lämpötila, AM on membraanin pinta-ala, M on eluentin
viskositeetti, t0 on systeemissä pidättymättömän yhdisteen retentioaika ja w on kanavan paksuus.
AsFFF:a on hyödynnetty polysakkaridien moolimassan määrittämisessä. Wittgren, Wahlund ja
Litzen ovat julkaisseet lukuisan määrän artikkeleja AsFFF:n käytöstä polysakkari-
dianalytiikassa.124,126,128
4.1.4. Lämpökenttävirtausfraktiointi
Lämpökenttävirtausfraktioinnissa (ThFFF) poikittaiskenttä saadaan aikaan lämmittämällä
ylempää kanavan seinämää ja jäähdyttämällä alempaa kanavan seinämää.120 Lämmityksen
ansiosta kanavaan muodostuu kanavaan nähden kohtisuora lämpötilagradientti, jonka
vaikutuksesta molekyylit liikkuvat kohti kylmempää seinämää. Partikkeliin kanavassa
kohdistuvan voiman F yhtälöstä GFG = kT(DT/D)dT/dx nähdään, että tässä niin sanotussa Soret’n
ilmiössä molekyylien termodiffuusion (termodiffuusiokerroin DT) ja sitä vastustavan diffuusion
(diffuusiokerroin D) tasapaino määrää partikkelien tiheysjakauman etäisyyden akkumulaa-
tioseinämästä.118,120 Mitä pienempi partikkelin diffuusiokerroin ja mitä suurempi sen termodif-
fuusiokerroin, sitä kauemmin partikkeli pidättyy kanavassa. Käyttämällä kanavan lämmitys- ja
jäähdytyselementteinä lämpöä hyvin johtavia metallielementtejä, voidaan kanavassa helposti
saavuttaa lämpötilagradientti dT/dx > 104 K/cm, mikä vastaa lämpötilanmuutosta FT K 102 K
tyypillisessä kanavassa, jonka paksuus on w K 10-2 cm.120
ThFFF:ssa partikkelien retentiota ei voida suoraan ennustaa, koska niiden termodiffuusiokerroin-
ta DT ei voida laskea.120 ThFFF on kuitenkin mahdollistanut erilaisten polymeerien termodiffuu-
siokertoimien kokeellisen määrittämisen erilaisissa polymeeri-liuotinsysteemeissä. Partikkelien
retentiotekijää ei lasketa ThFFF:ssa kuten muissa kenttävirtausfraktioinnin muodoissa, koska
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lämpögradientin vaikutuksesta kanavan virtaus ei ole isoviskoosi eikä eluentin virtausprofiili
tarkasti ottaen ole parabolinen. Tämä ongelma on ratkaistu ottamalla huomioon eluentin
viskositeetti vaihtelu lämpötilan suhteen ja laskemalla sen perusteella systeemille korjatut
retentioajat.10
4.2. Moolimassan määrittäminen
Koska kenttävirtausfraktioinnissa partikkelien erottuminen perustuu useisiin erilaisiin voimiin,
voidaan mitattu retentio muuttaa useiksi partikkelin ominaisuuksia kuvaaviksi suureiksi.120
Poikittaiskentille, kuten gravitaatio- ja poikittaisvirtauskenttä, joiden fysikaaliset lait tunnetaan,
voidaan partikkelien retentiotekijästä määrittää muun muassa partikkelin massa, koko, tiheys,
varaus, diffuusiokerroin ja kemiallista rakennetta koskevia tietoja. Kenttävirtausfraktioinnlla voi-
daan näiden tietojen avulla määrittää mainittua suuretta vastaava jakauma.
Polysakkaridien moolimassan määrittämiseksi on kenttävirtausfraktioinnissa useita menetelmiä.
Muun muassa poikittaisvirtauskenttävirtausfraktioinnissa (FlFFF) partikkelien erottuminen
toisistaan poikittaiskentässä perustuu ensisijaisesti niiden diffuusiokertoimiin ja hydrodynaami-
seen tilavuuteen. Siten näytteen moolimassajakauma voidaan määrittää kuten kokoekskluusiokro-
matografian moolimassakalibroinnissa. Yhdisteen moolimassa voidaan toisaalta laskea suoraan
esimerkiksi sen valonsironnasta käyttämällä sopivaa moolimassaselektiivistä detektoria.
4.2.1. Moolimassakalibrointi
Molekyylin retentioaika tR virtauskanavassa on verrannollinen sen retentiotekijään T (yhtälö 25),
josta systeemissä vaikuttavat voimat erityyppisille kentille voidaan johtaa (taulukko 7).
Partikkelin moolimassa voidaan määrittää yhtälön 25 avulla, kun otetaan huomioon FFF-
systeemeissä vaikuttavat voimat.
Lou työryhmineen10 erotti polysakkarideja ThFFF:lla dimetyylisulfoksidissa (DMSO). Polymee-
rin diffuusiokertoimen D ja moolimassan M välinen yhteys saadaan yhtälöstä D = AM-A, missä
A ja A ovat polymeeri-liuotinsysteemistä tietyssä lämpötilassa riippuvia vakioita. Lisäksi
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virtauskanavassa vaikuttavan lämpötilagradientin FT, retentiotekijän T ja termodiffuusio- (DT)
sekä diffuusiokertoimen (D) välinen suhde on TFT = D/DT. Näiden yhtälöiden sekä yhtälön 25
perusteella systeemin moolimassakalibrointiyhtälöt ovat
(27)  sekäΛ∆T M n= −φ
(28)
t
t
TMR
n
0 6
≅
∆
φ
missä n ja k ovat polymeeri-liuotinsysteemistä riippuvat parametrit. Ottamalla huomioon
lämpötilagradientin vaikutuksen eluentin juoksevuustekijään (viskositeetin käänteisluku, 1/M)
sekä epäparabolisen virtausprofiiliin, saatiin yhtälön 28 avulla systeemin kalibrointisuorat eri
polymeereille (kuva 24).10  Yhtälön 27 parametrit k ja n riippuvat polymeeri-liuotinsysteemistä
eivätkä niinkään käytetystä virtauskanavasta.10 Kuvasta 24 myös nähdään, että moolimassakalib-
rointi on voimassa vain kemialliselta rakenteeltaan samanlaisille polymeereille.
Kuva 24. Kemialliselta rakenteeltaan erilaisten polysakkaridien kalib-
rointisuorat. Laitteisto: ThFFF, eluentti: DMSO. M: moolimassa. Kuva
viittestä 10.
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Toisessa sovelluksessa dekstraanien ja pullulaanien moolimassajakauma määritettiin poikittais-
virtauskenttävirtausfraktioinnilla (FlFFF) tislatussa vedessä.123 Kalibrointi tehtiin mittaamalla
polymeerien diffuusiokertoimet ja käyttämällä polymeerien Mark-Houwink-vakioita tunnetussa
polymeeri-liuotinsysteemissä ilman tunnettujen polymeerien standardisarjaa. Polymeerin
retentioajasta tR voidaan laskea sen diffuusiokerroin D yhtälöstä123
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missä w on kanavan paksuus, z näytteen fokusointietäisyys kanavan sisääntulosta, L kanavan
pituus, Vc on poikittaiskentän virtausnopeus ja Vout eluentin virtausnopeus kanavan ulostulossa.
Diffuusiokertoimen perusteella voidaan polymeerin viskositeettikeskiarvomoolimassa (viscosity-
average molecular weight, Mv) määrittää yhtälöstä
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missä K ja a ovat polymeerin Mark-Houwink-vakiot, M0 eluentin viskositeetti ja T systeemin
lämpötila. Tämä menetelmä ei ollut kovin tarkka. Kalibrointiin käytettyjen polymeerien
diffuusiokertoimien laskeminen retentioajasta oli vaikeaa, koska molekyylit pidättyivät kanavassa
huonosti. Lisäksi Mark-Houwink-vakioiden avulla lasketut kalibrointisuorat erosivat selvästi
standardien nimellisten moolimassojen mukaan tehdyistä kalibrointisuorista (kuva 25).123
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Kuva 25. Dekstraanistandardien kalibrointisuorat standardien nimellisten ja Mark-Houwink-
vakioista laskettujen moolimassojen perusteella. Kuva viittestä 123.
4.2.2. Moolimassaselektiiviset detektorit
Moolimassakalibrointi on matemaattinen ja poikittaiskentän tyypistä riippuva menetelmä, jolla
molekyylin moolimassa voidaan laskea. Siihen vaikuttavat eluentin virtausprofiilin muodosta ja
partikkelijakauman etäisyydestä akkumulaatioseinämän suhteen johdetut parametrit. Toinen
lähestymistapa polymeerin moolimassan määrittämiseen on käyttää moolimassaselektiivistä
ilmaisinta. Tavallisesti FFF-laitteistoon on liitetty taitekerroindetektori (RI),124,123 joka on
yleisdetektori. Ultraviolettisäteilyä absorboivilla yhdisteillä voidaan käyttää myös UV-
detektoria.125 RI- tai UV-detektorista saatua tietoa voidaan käyttää yhdisteiden rajaviskositeettiar-
vojen kanssa universaalikalibroinnin aikaansaamiseksi.131 Tarkempaa tietoa yhdisteen moolimas-
sasta saadaan myös liittämällä FFF-laitteistoon jokin valonsirontaa mittaava detektori.10,124
Massaspektrometrin (MS) käyttäminen detektorina FFF:ssa on myös mahdollista käyttämällä
sopivaa liitäntää. Eräs tapa on yhdistää virtauskanava massaspektrometriin käyttämällä
sähkösumutusionisaattoria (ESI).132,133
Monikulmavalonsirontadetektorin (MALLS) käyttö kenttävirtausfraktioinnin ilmaisimena ja
makromolekyylien moolimassan määrittämisessä on yleistynyt. Wittgren ja Wahlund124 liittivät
MALLS-detektorin AsFFF-laitteistoon ja määrittivät sillä pullulaanien ja dekstraanien moolimas-
soja. Laitteistolla pystyttiin määrittämään alle viidessä minuutissa moolimassajakauma pullulaa-
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neille moolimassa-alueella Mw = 20000-1600000 g/mol ja dekstraaneille Mw = 70000-2000000
g/mol. Pienillä polymeereillä, joilla Mw < 10000 g/mol, MALLS-detektori on epäherkkä johtuen
pienten polymeerien huonoista valonsirontaominaisuuksista.133 Polysakkaridinäytteiden paino-
keskiarvomoolimassat voitiin laskea suoraan MALLS-signaalin avulla ilman kalibrointia.124 Ver-
rattuna kokoekskluusiokromatografiaan, voitiin AsFFF-MALLS:lla tutkia näytteitä, joita ei SEC-
MALLS:lla voitu tutkia sen rajallisen erotuskapasiteetin vuoksi. Tällaisia näytteitä olivat ne poly-
sakkaridit, joiden painokeskiarvomoolimassa oli arviolta Mw > 1000000 g/mol.
Toisessa työssä Oppenheimer ja Mourey71 käyttivät haihduttavaa valonsirontadetektoria (ELSD)
vesiliukoisten polymeerien karakterisoimiseen SdFFF:lla. Detektorisignaali muunnettiin partik-
kelikokojakaumaksi laskemalla yhdisteiden retentioajasta ja Rayleighin-sironnasta niiden
partikkelikoko ja moolimassa. Koska ilmaisimessa oli vain yksi sironneen valon detektointikul-
ma, sen kyky havaita erittäin pieniä partikkeleita oli huono. Tutkitulle dekstraaninäytteelle (Mw
= 5,88]107 g/mol) ELSD-detektorisignaalista laskettu moolimassa erosi noin 10% sen
nimellisestä moolimassasta.
Hassellöv et al.133 liittivät sähkösumutusionisointi-massaspektrometrin (ESI-MS) poikittais-
virtauskenttävirtausfraktiointilaitteistoon (FlFFF) ja erottivat vesiliukoisia polymeerejä ja malto-
oligosakkarideja erilaisissa puskuriliuoksissa (pH 4,7-9,3). Systeemi kalibroitiin moolimassaka-
libroinnilla tunnetuilla moolimassastandardeilla. Massaspektristä saatiin lisätietoa erotettujen
molekyylien moolimassasta ja niiden konformaatiosta. Malto-oligosakkaridien havaitsemista
häiritsivät erityisesti eluentin suolojen muodostamat suolaklusterit, jotka erottuivat massaspekt-
rissä oligosakkaridifragmenttien kanssa päällekäin.
4.2.3. Tulosten luotettavuuteen vaikuttavia tekijöitä
Määritettäessä polymeerin moolimassaa, kenttävirtausfraktioinnissa luotettavan tuloksen
saamiseen vaikuttaa useita tekijöitä. Laitteiston valinta ja erottumiseen vaikuttavien tekijöiden
huomioonottaminen on tärkeää luotettavien tulosten saamiseksi. Ideaalitapauksessa FFF:ssa
partikkelien dispersio- ja retentioteoria ovat voimassa olettaen, että a) virtauskanavassa eluentti
on isoviskoosi ja virtausprofiilin muoto on parabolinen, b) virtauskanavan muoto on geometrises-
ti täydellinen (esimerkiksi onttokuitu-FlFFF:ssa täydellinen sylinteri), c) poikittaisvirtaus-FFF-
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menetelmissä membraanin huokoset ovat tasakokoisia ja tasaisesti jakautuneet (toisin sanoen
joka puolella kanavaa poikittaiskentän voima on yhtä suuri), d) injektoitu näytevyöhyke on
kapea, e) partikkelit saavuttavat tasapainoaseman relaksaatiovaiheessa (katso s. 75), f) kanavan
pinta on tasainen eikä se sisällä partikkelien kanssa vuorovaikuttavia ryhmiä, g) kanavassa ei
vaikuta muita poikittaisvoimia kuin lisätyn poikittaiskentän voima.134
FFF:ssa molekyylin retentiotekijä T määritetään yhdisteen suhteellisesta retentioajasta tR/t0
(yhtälö 25). Systeemissä pidättymättömän yhdisteen retentioaika t0 riippuu systeemin kuolleesta
tilavuudesta. Mitattu retentioaika tR on aina suhteessa t0:aan, joten t0:n tarkka tietäminen on
tärkeää. Parametri mitataan yksinkertaisesti eluoimalla jokin näytekomponentti ilman
poikittaiskenttää ja mittaamalla sen retentioaika (tR = t0). Poikittaisvirtauskenttävirtausfraktioin-
nissa (FlFFF) akkumulaatioseinämän membraani vaikuttaa virtauskanavan tilavuuteen.135
Riippuen poikittaisvirtauskentän voimakkuudesta ja eluentista eräillä membraanityypeillä, kuten
polyelektrolyyttisillä selluloosa-asetaattimembraaneilla, on taipumus painua kasaan tai turvota
epätasaisesti, jolloin virtauskanava ei ole tasapaksuinen eikä t0:n tarkkaa arvoa tiedetä. Myös
retentiotekijä T riippuu kanavan paksuudesta w. Kanavan paksuus vaikuttaa myös vyöhykele-
venemiseen. Litzen ja Wahlund136 huomasivat, että AsFFF:lla w = 32 Wm:n kanavassa erotettujen
makromolekyylien vyöhykkeet olivat huomattavasti leveämpiä kuin w = 12 Wm:n kanavassa.
Toinen membraanista johtuva ongelma FFF:ssa on polymeerin ja membraanin välinen vuoro-
vaikutus. Vaikka nämä vuorovaikutukset ovat paljon pienempiä kuin polymeeri-stationaarifaasi-
vuorovaikutukset SEC:ssa, voi ilmiö vaikuttaa moolimassamääritykseen. Hassellöv ryhmineen133
arveli, että erittäin suurten polymeerien retentioajat ja lasketut epärealistiset moolimassat johtui-
vat polymeerien ajautumisesta nopeampaan virtausvyöhykkeeseen polyelektrolyytin ja
membraanin välisen repulsion takia. Kirklandin työryhmän FlFFF-erotukset epäonnistuivat,
koska akkumulaatioseinämään kiinni painuneet suuret polymeerit jäivät säännönmukaisesti
loukkuun membraanin huokosiin.123 Mahdollinen syy tähän oli polymeerin ja membraanin
välinen elektrostaattinen vetovoima. Ajan kuluessa osa membraanin huokosista saattaa tukkeutua
vaikuttaen poikittaisvirtauskentän tasalaatuisuuteen.135 Toisaalta, FlFFF:ssa osa pienimmistä
näytemolekyyleistä saattaa ajautua membraanin huokosten läpi, jolloin membraanin moolimas-
saselektiivisyys vaikuttaa mitattavaan moolimassajakaumaan.119
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Suurten polymeerien erottamisessa tärkeä huomioon otettava seikka sekä orgaanisissa että
vesiliuoksissa on virtauskanavan näytekapasiteetin ylittyminen, mikä johtuu pääasiassa
partikkelien välisistä vuorovaikutuksista. Erityisesti painavilla polyelektrolyyteillä saattaa
tapahtua virtauskanavan kapasiteetin ylittymistä135 vaikka myös neutraaleilla polymeereillä tämä
ongelma ilmenee jo varsin alhaisissa konsentraatioissa. Lou et al.10 tutkivat ThFFF:lla (DMSO-
eluentti) virtauskanavan erotuskapasiteettia. He injektoivat kanavaan 20 Wl:aa dekstraaninäytteitä
(Mw = 506000) eri konsentraatioilla ja huomasivat, että näytemäärän ylittäessä 20 Wg (1 mg/ml)
polymeerin retentio ei enää riippunut sen moolimassasta. Benincasan ja Giddingsin135 tulosten
mukaan FlFFF-erotuksessa (0,05M Tris-puskuri) polyelektrolyyteillä (Mw = 690000) jo 10 Wg:n
näyte aiheutti melkein 10% virheen piikin retentioajassa. Wijnhoven ryhmineen125 vertaili
neutraalin pullulaanin ja eräiden vesiliukoisten polyelektrolyyttien retentioita eri polymee-
rikonsentraatioissa onttokuitu-poikittaisvirtaus-FFF:lla (HFlFFFF) vesiliuoksissa (I = 0,01M).
Pullulaanin retentioaika pysyi lähes vakiona injektoiduilla näytemäärillä 5-50 Wg, mutta erittäin
polyelektrolyyttisen polystyreenisulfonaatin (PSS) retentioaika oli vakio vain alle 1 Wg:n
näytemäärillä.
SEC:n tavoin polymeerien erottaminen FFF:ssa perustuu eroihin partikkelien hydrodynaamisessa
tilavuudessa, minkä vuoksi polyelektrolyyttiefektit, kuten makromolekulaarinen turpoaminen123
ja intermolekulaariset vuorovaikutukset119 vaikuttavat erottumiseen. Eluentin ionivahvuutta ei
voida ThFFF:ssa lisätä yhtä suoraviivaisesti kuin SEC:ssa. ThFFF:ssa molekyylien
termodiffuusio- ja diffuusiokertoimet riippuvat liuottimen tyypistä ja koostumuksesta (kuten
ionivahvuudesta ja pH:sta). Benincasa119 havaitsi, että eluentin elektrolyyttikonsentraatiolle on
löydettävissä liuotin-polymeerikohtainen elektrolyyttikonsentraation tasapaino. Tasapainokon-
sentraatiossa polyelektrolyyttinen turpoaminen minimoidaan. Liuottimen koostumuksesta
riippuva poikittaiskentän molekyyleihin kohdistama voima ja retentio ei kuitenkaan tällöin
muutu.
Koska partikkelin retentiotekijä riippuu sen hydrodynaamisesta tilavuudesta, vaikuttaa se myös
kalibrointimenetelmien luotettavuuteen. Kemialliselta rakenteeltaan erilaisten polymeerien moo-
limassojen määrittäminen ilman jotain universaalia kalibrointimenetelmää johtaa väärin
mitattuihin moolimassoihin (katso kohta 4.2.1).10
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Kenttävirtausfraktioinnissa virtauskanavaan injektoitu näyte relaksoidaan ennen sen varsinaista
erottamista. Relaksaatiossa molekyyleille annetaan aikaa liikkua tasapainoasemaansa akkumulaa-
tioseinämän läheisyyteen pysäyttämällä kanavan virtaus.10,119 Relaksaatiovaihe on tarpeellinen,
koska injektion jälkeen näytemolekyylit ovat melko tasaisesti jakautuneet kanavan paksuuden
suunnassa ja molekyylit liikkuvat poikittaiskentän voimasta melko hitaasti. Relaksaatioon
tarvittava aika riippuu kentän molekyyleihin kohdistamasta voimasta ja kanavan paksuudesta.
Jos kanavan virtausta ei pysäytetä relaksaation ajaksi, ovat näytemolekyylit suuren osan kanavas-
saoloajastaan epätasapainossa kentän kanssa ja liian kaukana seinämästä. Niin sanotussa fritti-
sisäänmenotekniikassa molekyylit ajetaan voimakkaalla virtauksella ja kanavaan asennettujen
sisääntulofrittien avulla akkumulaatioseinämän lähelle, jolloin virtausta ei tarvitse pysäyttää ja
analyysiaika lyhenee.137 Epätäydellisen relaksoitumisen seurauksena yhdisteiden retentioajat
lyhenevät ja havaitut näytevyöhykkeet levenevät. 
Erityinen etu AsFFF:ssa on näytteen fokusointimahdollisuus. Tavallisesti kanavaan injektoidun
näyttevyöhykkeen leveys relaksaatiovaiheessa on useita millimetrejä ja se jakautuu kanavaan
epätasaisesti. Wahlund ja Litzen128 huomasivat, että AsFFF:ssa kanavaan injektoitu näyte
muodosti kanavaan näytevyöhykkeen, jonka reunat olivat hyvin kuperat. Injektoinnin jälkeen
tehtävässä fokusoinnissa näytevyöhyke voidaan saada erittäin kapeaksi käyttämällä kahta vastak-
kaista virtausta.124 Pumppaamalla eluenttia sopivalla virtausnopeudella virtauskanavan sisään-
ja ulostuloista, tapahtuu eluenttivirtaus kanavasta ainoastaan membraanin läpi. Fokusoinnin
aikana tapahtuu lisäksi relaksaatio. Fokusoinnin suuri hyöty on myös, että sillä voidaan partik-
kelien kanavan pituussuuntaisesta diffuusiosta johtuvaa näytevyöhykkeen levenemistä vähen-
tää.128
Näytteen relaksoituminen riippuu osaltaan kanavaan injektoidun näytteen konsentraatiosta ja
moolimassajakaumasta. Näytteen konsentraation ylittäessä tietyn rajan, sen relaksoituminen on
epätäydellistä. Benincasan ja Giddingsin119 mukaan relaksoitumisvaiheessa, kun molekyylit
liikkuvat tasapainoasemaansa, kanavaan saattaa syntyä tietynkokoisten molekyylien paikallinen
ylikeskittymä. Tämä ajaa osan molekyyleistä kauemmaksi akkumulaatioseinämästä matalamman
konsentraation vyöhykkeeseen, missä eluentin virtausnopeus on suurempi. Tällöin retentioaika
osalla molekyyleistä lyhenee ja näytevyöhyke levenee. Suurilla molekyyleillä, jotka ajautuvat
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lähemmäs akkumulaatioseinämää, ilmiön on havaittu olevan voimakkaampi kuin pienillä,
kauemmaksi seinämästä asettuvilla molekyyleillä.
Kirkland ja muut123 määrittivät vesiliukoisten polymeerien moolimassajakaumia poikittaisvirtaus-
kenttävirtausfraktioinnilla (FlFFF). He huomasivat, että FlFFF:lla pullulaanin ja dekstraanin
diffuusiokertoimien erot olivat niin pienet, että erottaminen oli hankalaa vakiokentässä. Ryhmä
ratkaisi ongelman käyttämällä ohjelmoitua poikittaisvirtauskenttää. Siinä kentän voimakkuutta
(poikittaisvirtausnopeutta) kasvatettiin ajan funktiona. Etuna vakiokenttään nähden mainittiin,
että poikittaiskentän ohjelmoinnilla saadaan myös heikosti erottuville polymeereille frakto-
grammissa terävät piikit.123 Kirjoittajien mukaan ohjelmoidun poikittaiskentän käyttö lisää
virtauskanavan erotustehoa joissain tapauksissa yli kymmenkertaisesti. Normaalilla vakiokentällä
pienimmän ja suurimman erotetun yhdisteen moolimassojen ero oli noin 50-kertainen, kun
ohjelmoidussa kentässä saavutettiin yli 600-kertainen moolimassaero.
Poikittaiskentän ohjelmointi vaikeuttaa kuitenkin systeemin kalibrointia. Moolimassakalibrointi
on voimassa vain vakiokentässä (katso kohta 4.2.1). Käytettäessä ohjelmoitua poikittaiskenttää,
on yhdisteiden retentio epäideaalinen eikä retentiotekijän T yhtälö 25 ole siten voimassa.138
Kirklandin ryhmä yritti ratkaista ongelmaa käyttämällä systeemin kalibrointiin standardiyhdistei-
den Mark-Houwink-vakioita huonoin tuloksin.123
Moolimassakalibroinnin vakava ongelma on myös se, että erittäin suurille polymeereille (Mw >
106 g/mol) on vaikeaa löytää sopivaa standardiyhdistettä.138 Esimerkiksi dekstraanistandardien
käytännöllinen moolimassan yläraja on noin Mw K 106 g/mol139 ja niiden moolimassajakaumat
ovat hyvin leveitä (Mw = 500000 g/mol, Dp > 2,0 ja Mw = 2000000 g/mol, Dp >> 20).124 Siten
luotettavampi menetelmä moolimassan määrittämiseksi erittäin suurille polymeereille näyttäisi
olleen Whiten138 tapa määrittää ohjelmoidussa kentässä erotettujen partikkelien moolimassat
suoraan MALLS-detektorilla. Kuitenkin on huomattava, että MALLS:n kyky havaita pieniä (Mw
< 10000 g/mol) molekyylejä on niiden vähäisen valonsironnan takia huono.124
Polymeerien termodiffuusio- ja diffuusiokertoimet riippuvat käytetyn eluentin ominaisuuksista.
Myers työtovereineen140 erotti ThFFF:lla polysakkarideja ja huomasi, että vesiliukoinen sininen
dekstraani ei erottunut lainkaan tislatussa vedessä, koska sen termodiffuusio oli vedessä liian
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pieni. Lisäämällä dimetyylisulfoksidia (DMSO) eluenttiin, sinisen dekstraanin termodiffuusio-
ominaisuudet paranivat ja se saatiin erottumaan. Vastaavasti Kirkland ja Yau huomasivat
ThFFF:lla, että polysakkaridien erottaminen ei onnistu, koska niiden termodiffuusiokertoimet
olivat vesiliuoksessa liian pieniä.141 Toisessa polysakkaridien ThFFF-tutkimuksessa havaittiin,
että dekstraanin, pullulaanin ja Ficoll-polysakkaridien termodiffuusiota pystyttiin kasvattamaan
DMSO:ssa.10 Kuitenkin sama ryhmä havaitsi, että puhtaassa DMSO:ssa tärkkelyksen ja
selluloosajohdosten erottaminen ei onnistunut. Vasta litiumnitraatin (LiNO3) lisääminen
eluenttiin (10-4M) paransi näiden polysakkaridien termodiffuusiota, jolloin niiden erottaminen
oli mahdollista.10 Toisaalta liian suuri elektrolyyttikonsentraatio esti tärkkelyksen eluoitumisen;
vasta kun lämpö poistettiin, saatiin näyte eluoitumaan kanavasta. Ilmiön syytä ei tiedetty, mutta
sen epäiltiin liittyvän tärkkelyksen ulossuolautumisilmiöön.
4.3. Sovelluksia
Kenttävirtausfraktiointi on harvinainen polysakkaridien moolimassan määritysmenetelmä.
Menetelmän eri lajeista polysakkaridien moolimassan ja partikkelikoon määrittämiseen on
käytetty asymmetristä (AsFFF) ja symmetristä poikittaisvirtaus- (FlFFF), sedimentaatio- (SdFFF)
ja lämpökenttävirtausfraktiointia (ThFFF).
Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi (AsFFF). Wittgren ja Wahlund142 tutkivat
eluentin virtausnopeuden ja näytekonsentraation vaikutusta selluloosajohdosten erottamiseen ja
niiden moolimassan määrittämiseen AsFFF-MALLS:lla (eluentti vesi/metanoli 1:1). Työssä
käytettiin kolmea erikokoista, moolimassajakaumaltaan leveää hydroksipropyylimetyylisellu-
loosanäytettä (HPMC). Virtausnopeuden vaikutuksen selvittämiseksi kanavaan injektoitiin varsin
suuri määrä näytettä (100 Wg), mikä kirjoittajien tutkimusten mukaan ei kuitenkaan vielä aiheut-
tanut kanavan erotuskapasiteetin ylittymistä. Eluentin virtausnopeuden muutos vaikuttaa myös
poikittaiskentän voimaan ja kanavan ulosvirtausnopeutta Vout merkittävämpi tekijä erottamiste-
hossa on poikittaiskentän virtausnopeus Vc.142
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Tutkimustuloksista selvisi, että poikittaiskentän voiman valinta on kompromissi ja riippuu erotet-
tavan näytteen moolimassasta.142 Heikolla kentällä (Vc = 0,25 ml/min) näytteen moolimassan
määrittäminen oli kaikenkaikkiaan epävarmaa. Käytetty kenttä oli liian heikko erottaakseen mak-
romolekyylit niiden koon mukaan. Keskivahvaa kenttää (Vc = 0,75 ml/min) käyttämällä voitiin
moolimassa määrittää varmuudella molekyyleille, joiden Mw = 100000-900000 g/mol. Molekyy-
leille, joille Mw < 100000 g/mol, erotusresoluutio oli huono, koska kentän voima ei riittänyt
niiden moolimassan mukaiseen erottamiseen. Vastaavasti Mw = 106-107 g/mol molekyylit
erottuivat liian kapeana vyöhykkeenä. Voimakkaalla poikittaiskentällä (Vc = 2,0 ml/min)
molekyylien moolimassan määrittäminen onnistui ainoastaan molekyyleille Mw = 80000-130000
g/mol. Suurille molekyyleille MALLS-signaalista moolimassaa ei voitu laskea. Ilmiön syyksi
arveltiin voimakkaan kentän ajaneen molekyylit lähemmäksi akkumulaatioseinämää, jossa
korkea paikallinen konsentraatio aiheutti molekyylien kietoutuneen tilan ja esti niiden normaalin
retention.
Toisessa tutkimuksessaan Wittgren ja Wahlund124 karakterisoivat kemialliselta rakenteeltaan
erilaisia polysakkarideja AsFFF-MALLS-laitteistolla. Eluentiksi valittiin sekä tislattu vesi että
0,1M NaCl-liuos, mahdollisten eluentin ionivahvuuden ja polymeerien erottumisen välisten
vaikutusten selvittämiseksi. Laitteistolla pystyttiin määrittämään alle viidessä minuutissa mooli-
massajakauma pullulaaneille moolimassa-alueella Mw = 20000-1600000 g/mol ja dekstraaneille
Mw = 70000-2000000 g/mol. Eluentin ionivahvuuden muutoksella ei ollut merkittävää vaikutusta
näiden polysakkaridien mitattuihin moolimassoihin (taulukko 8).
Polysakkaridi Nimellinen Mw (g/mol) Mw/vesi (g/mol) Mw/0,1M NaCl (g/mol)
Dekstraani 66300 78800 79200
539000 455000 408800
2000000 2350000 2540000
Pullulaani 23700 24600 26600
100000 92400 97700
186000 193400 179900
380000 403800 401100
1660000 1426000 1374000
Taulukko 8. Polysakkaridien AsFFF-MALLS:lla mitattuja moolimassoja (g/mol) tislatussa vedessä ja 0,1M
NaCl-liuoksessa. Tiedot viitteestä 124.
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Eluentti Mw (g/mol) Mw/Mn Rg
0,1M NaCl 370000 2,7 68
0,1M NaI 690000 5,8 107
0,1M NaI/0,1M CsI, 80:20 800000 4,2 115
0,1M NaI/0,1M CsI, 70:30 1300000 2,0 132
0,1M NaI/0,1M CsI, 60:40 5800000 2,0 226
0,1M NaI/0,1M CsI, 50:50 8000000 2,1 300
Taulukko 9. S-karrageenanin moolimassa (Mw) ja hyrräsäde (Rg) eri elektrolyyttiliuoksissa.143
Wittgren et al.143 tutkivat eluentin elektrolyytin tyypin ja konsentraation vaikutusta polyelektro-
lyyttisen polysakkaridin moolimassan määrittämiseen AsFFF-MALLS:lla (eluentit 0,1M NaCl,
0,1M NaI ja 0,1M NaI/CsI). He käyttivät lineaarista sulfaattiryhmiä sisältävää galaktaania, S-
karrageenania, näytepolymeerinä, jonka tertiäärinen molekyylimuoto vaihtelee riippuen elektro-
lyyttiliuoksesta; NaCl-liuoksissa S-karrageenani on taipuisa satunnaiskierteinen molekyyli, mutta
NaI-liuoksissa kierteinen (engl. helix) muoto on stabiilein.143 Tutkimusryhmä havaitsi, että
molekyylin konformaation muuttuessa sen mitattu moolimassa moninkertaistui (taulukko 9).
Heidän mukaansa tuloksista ei ollut osoitettavissa, että konformaatiomuutoksen yhteydessä S-
karrageenani olisi muodostanut suuria polymeeriaggregaatteja, joihin suuri moolimassa viittaa.
Sen sijaan tuloksia tarkastelemalla huomataan, että partikkelin hyrräsäde kasvaa. Siksi
epärealistisen moolimassan mahdollinen selitys on, että äärimmilleen muotoaan vaihtaneen
molekyylin totuudenmukaisen moolimassan mittaaminen käytetyllä systeemillä ei ollut mahdol-
lista. Kuitenkin työssä osoitettiin, että AsFFF soveltuu myös erittäin isojen partikkelien erotta-
miseen.
Asymmetristä poikittaisvirtaus-FFF:a on käytetty myös preparatiiviseen työskentelyyn. Wahlund
ja Litzen128 fraktioivat hyaluronaattia (Mw = 79500 g/mol) sen koon mukaan AsFFF:lla (eluentti
0,1M Tris-puskuri, pH 7,4). Valmistamillaan polysakkaridifraktioilla he testasivat laitteistonsa
erotuskykyä ja -kapasiteettia. Hyaluronaattifraktioiden moolimassajakaumat olivat hyvin kapeita
verrattuna alkuperäiseen näytteeseen. Kirjoittajat päättelivät tämän johtuvan laitteiston suuresta
erotuskyvystä. Lisäksi he vertailivat dekstraanin ja hyaluronaatin kapasiteetin ylittymistä. Deks-
traanin (Mw = 150000 g/mol) retentioajat olivat riippumattomia näytemäärästä, kun näytemäärä
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oli alle 2 Wg. Polyelektrolyyttistä hyaluronaatia (Mw = 79500 g/mol) voitiin injektoida kanavaan
6 Wg ilman, että se vaikutti yhdisteen retentioon. Yllättävä tulos johtui todennäköisesti siitä, että
käytetyn eluentin ionivahvuus oli riittävä hyaluronaatin polyelektrolyyttisyyden vähentämiseksi,
jolloin polymeerin moolimassa oli suurin kapasiteettiin vaikuttava tekijä.
(Symmetrinen) poikittaisvirtauskenttävirtausfraktiointi (FlFFF). Kirkland et al.123 erottivat
FlFFF:lla vesiliukoisia polymeerejä ja polysakkarideja tislatussa vedessä. Ensiksi he testasivat
menetelmänsä erotustehokkuutta vakiopoikittaiskentässä eri kokoisillla pullulaaneilla. Pullulaa-
nien heikon retention ja diffuusiokertoimien pienten erojen takia niiden erottaminen vakiokentäs-
sä oli mahdotonta. Toisessa kokeessaan kirjoittajat käyttivät ohjelmoitua poikittaiskenttää, jonka
poikittaisvirtausnopeutta pienennettiin ajan funktiona. Tällä menetelmällä ryhmän onnistui erot-
taa pullulaaneja moolimassa-alueella Mw = 23700-835000 g/mol, dekstraanistandardit Mw =
40000-500000 g/mol ja synteettisiä vesiliukoisia polymeerejä (polyetyleenioksidi ja polysty-
reenisulfonaatti) nimelliseltä moolimassaltaan Mw = 18000-880000 g/mol. Vaikka erottaminen
ohjelmoidussa kentässä onnistui, oli systeemin kalibrointi hankalaa. Ryhmä kalibroi laitteistonsa
käyttämällä erottamiensa yhdisteiden Mark-Houwink-vakioita. Polysakkaridinäytteille mitatut
moolimassat erosivat niiden nimellisistä moolimassoista keskimäärin 20-240% ja synteettisille
polymeereille 3-135%.123
Wijnhoven ja muut125 korvasivat poikittaisvirtauskanavan ohuella kuidulla ja erottivat biopoly-
meerejä ja polysakkarideja niiden moolimassan mukaan. Yhdisteiden retentioajoista laskettiin
niiden diffuusiokertoimet, joiden perusteella systeemille muodostettiin kalibrointisuora mooli-
massan suhteen. Pullulaaneille ja biopolymeereille niiden log D/log Mw-suhde oli lineaarinen.
Ryhmän onnistui erottaa ohuessa kuidussa pullulaanistandardeja moolimassa-alueella Mw =
40000-1000000 g/mol. Pienempien molekyylien erottaminen ei ollut mahdollista, sillä kuitu
läpäisi molekyylit Mw < 35000 g/mol.
Lämpökenttävirtausfraktiointi (ThFFF). ThFFF:ssa merkittävä erotukseen vaikuttava tekijä on
molekyylin termodiffuusiokerroin, joka riippuu käytetystä polymeeri-liuotin-systeemistä.
Varhaisessa työssään Kirkland ja Yau141 yrittivät erottaa polysakkarideja (Mw = 3,8]105 - 2]106
g/mol) 0,01M Tris/0,1M Na2SO4-puskurissa, mutta yhdisteiden termodiffuusiokerroin oli liian
pieni. Myers ryhmineen lisäsi vesiliuokseen dimetyylisulfoksidia (DMSO), mikä paransi sinisen
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dekstraanin termodiffuusiota.140 Kokonaan DMSO-liuoksen käyttöön polysakkaridien ThFFF-
erotuksissa siirtyivät Lou et al.,10 jotka erottivat pullulaaneja, dekstraaneja ja Ficoll-polysak-
karideja DMSO:ssa sekä tärkkelystä ja selluloosajohdoksia 10-4M LiNO3-DMSO-liuoksessa.
Kirjoittajien kehittämä menetelmä soveltui varsin hyvin erilaisten polysakkaridien määrittä-
miseen. DMSO paitsi paransi polysakkaridien termodiffuusiota, se oli erinomainen liuotin myös
huonosti liukeneville tärkkelys- ja selluloosanäytteille. Pullulaanit Mw = 100000-853000 g/mol,
dekstraanit Mw = 150000-2000000 g/mol ja Ficoll-polysakkaridit Mw = 132000-1130000 g/mol
pystyttiin erottamaan toisistaan (kuva 26).
Kuva 26. Kemialliselta rakenteeltaan erilaisten polysakkaridien
erottaminen ThFFF:lla.10 Eluentti: DMSO. Detektori: ELSD.
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Sedimentaatiokenttävirtausfraktiointi (SdFFF). SdFFF sopii moolimassan määrittämisen sijaan
partikkelin hydrodynaamisen säteen mittaamiseen. Partikkelit ovat tavallisesti liian isoja, jotta
niiden moolimassa pystyttäisiin tarkasti määrittämään. Oppenheimer ja Mourey71 tutkivat
partikkelien kokojakaumia SdFFF:lla. He käyttivät haihduttavaa valonsirontadetektoria (ELSD)
vesiliukoisten polymeerien karakterisoimiseksi. ELSD-SdFFF:lla voitiin tutkia partikkeleja,
joiden halkaisija dp < 0,2 Wm. Suurempien partikkelien tutkiminen oli mahdotonta, koska ilmaisi-
men sumutin ei pystynyt tuottamaan yli dp > 0,2 Wm:n kokoisia haihdutettavia pisaroita.
Detektorisignaali muunnettiin partikkelikokojakaumaksi laskemalla yhdisteiden retentioajasta
ja Rayleighin-sironnasta niiden partikkelikoko ja moolimassa. Koska ilmaisimessa oli vain yksi
sironneen valon detektointikulma, sen kyky havaita erittäin pieniä partikkeleita oli huono.
Kuitenkin tutkitulle dekstraaninäytteelle (Mw = 5,88]107 g/mol) ELSD-detektorisignaalista ja
retentioajasta laskettu moolimassa oli noin 10% alhaisempi kuin sen nimellinen moolimassa.
Moon ja Giddings144 erottivat tärkkelyshiukkasia SdFFF:lla steerisessä tilassa. He kalibroivat
systeemin käyttämällä lateksipalloja. Koska lateksin ja tärkkelyksen tiheydet (a) ovat erilaiset,
piti luotettavan partikkelikokokalibroinnin aikaansaamiseksi mittauksissa käyttää gravitaatio-
kentän (G) korjauskerrointa GFa. Tällä voitiin määrittää systeemille lineaarinen kalibrointisuora
retentioajan ja partikkelikoon suhteen (log tR/log dp). Kehittämällään menetelmällä tutkijat
pystyivät mittaamaan vehnä-, maissi-, peruna- ja tapiokatärkkelysnäytteiden partikkelikokojakau-
man välillä dp K 4-70 Wm (kuva 27).
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Kuva 27. SdFFF:lla mitatut ohra-, tapioka-, vehnä- ja
perunatärkkelysten kokojakaumat. Eluentti: 0,1% FL7-vesiliuos (v/v).
UV-detektori. Kuva viitteestä 144.
5. Kapillaarielektroforeesi
Kapillaarielektroforeesin suuri etu on sen erinomainen kyky erottaa pieniä orgaanisia ja epäorgaa-
nisia ioneja, koska niiden massa-varaussuhde on yleensä hyvin spesifinen ja niillä on erilaiset
elektroforeettiset liikkuvuudet vesiliuoksissa. Sitävastoin suurilla biopolymeereillä, kuten poly-
elektrolyyttisillä polysakkarideilla ja proteiineilla massa-varaus-suhde on lähes vakio, eikä näiden
polymeerien erottumista vapaissa vesiliuoksissa elektroforeettisesti yleensä tapahdu.45 
Mono- ja oligosakkaridien erottaminen kapillaarissa poikkeaa polysakkaridierotuksista siinä, että
mono- ja oligosakkaridit voidaan yleensä tehokkaasti erottaa vapaissa elektrolyyttiliuoksissa.
Yleensä tällaisissa erotuksissa käytetään päällystettyjä kapillaareja, koska silloin kapillaarissa
erotuksiin vaikuttava elektro-osmoottinen virtaus (EOF) heikkenee tai katoaa.172 Tavallinen
päällystysmateriaali on polyakryyliamidi (PAA). Esimerkiksi 8-aminonaftaleeni-1,3,6-
trisulfonihappo-derivatisoitujen (ANTS) malto-oligosakkaridien homologisen sarjan erottaminen
fosfaatti-trietyyliamiinipuskurissa on onnistunut DP = 30 asti, mutta verrattain pienillä
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oligosakkarideilla (DP > 7) erottuminen ei perustu enää puhtaasti partikkelin massa-varaus-
suhteeseen vaan myös sen kolmiulotteiseen rakenteeseen.145 Polysakkaridien erottamisessa
sovelletaankin muita menetelmiä. 
Eräs tapa polymeerien erottamiseksi elektroforeettisessa systeemissä on johtaa analyytin sisältävä
liuos geelimatriisin läpi.45 Varhaisissa sovelluksissa biopolymeerejä erotettiin geelillä täytetyillä
kapillaareilla,146 mutta menetelmä osoittautui nopeasti varsin epästabiiliksi. Pitkissä, kapeissa ja
jäykissä kapillaareissa geelillä on taipumus halkeilla, geeliin muodostuu kuplia ja erotuksissa
käytetyt geelit kestävät huonosti erityisesti pH:n vaihteluita.45,147 Useat geelit hydrolysoituvat ja
hajoavat, kun pH on yli 8,5. Lisäksi jäykällä geelillä täytetyn kapillaarin käyttöikä on sen tukkeu-
tumisen vuoksi rajallinen. Geelillä täytettyjen kapillaarien heikkoudet ovat kääntäneet
mielenkiinnon kokoon perustuvissa kapillaarielektroforeettisissa erotuksissa kohti systeemiä,
jossa jäykän geelin asemesta käytetään polymeeriliuoksia.148
5.1. Kapillaarielektroforeesi käyttämällä polymeeriliuoksia
Makromolekyylien erottaminen erilaisten geelien ja polymeeriliuosten avulla ei ole uusi idea. Ko-
koekskluusiokromatografiassa aiemmin käytettyjen polymeerigeelien (erityisesti agaroosi- ja
polyakryyliamidigeelit) muodostama polymeeriverkosto sekä geelielektroforeesissa käytetty poly-
meerigeelilevy erottavat molekyylejä niiden koon mukaan.149
Kapillaarielektroforeesissa käyttämällä polymeeriliuoksia (PSCE) makromolekyylien
erottuminen perustuu polymeeriliuoksen, jolla kapillaari on täytetty, kykyyn erottaa molekyylejä
niiden koon mukaan.45 PSCE:ssa polymeerigeeli on korvattu kietoutuneella polymeeriliuoksella.
Kietoutuneita polymeeriliuoksia on sovellettu kokoon perustuvissa kromatografisissa erotuksissa
jo 1950-luvulla; Stenlund42 erotti puunjalostusteollisuuden jäteliemen lignosulfonaattifraktioita
niiden koon mukaan suurimolekulaarista dekstraania sisältävästä liuoksesta.
Yleisiä PSCE:ssa käytettyjä polymeerejä ovat selluloosan kemialliset johdokset, kuten metyyli-
(MC), hydroksietyyli-, hydroksipropyyli- (HPC) ja hydroksipropyylimetyyliselluloosa (HPMC),
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muut lineeariset polymeerit, kuten pullulaani ja glukomannaani, haaroittuneet polymeerit, kuten
dekstraani ja polyetyleenioksidi sekä polyvinyylialkoholit.149,45
5.1.1. Kietoutunut polymeeriliuos
Polymeeriliuosten konsentraation tärkeä ero on laimeiden ja kietoutuneiden polymeeriliuosten
välillä. Laimeissa liuoksissa yksittäiset polymeeriketjut ovat toisistaan erillään, kun taas
kietoutuneissa polymeeriliuoksissa polymeerin konsentraatio on niin suuri, että yksittäiset poly-
meeriketjut ajautuvat päällekäin ja vuorovaikuttavat keskenään (kuva 28).149
Liuoksessa olevien polymeerien kietoutuneisuutta kuvataan polymeeriliuoksen kietoutuneisuus-
asteella C*, joka on PSCE:ssa tärkeä parametri.45 Kun liuoksen polymeerikonsentraatio ylittää
kietoutuneisuusasteen (C>C*) on kyseessä kietoutunut polymeeriliuos. Tällöin yksittäiset poly-
meeriketjut tunkeutuvat toistensa lähelle muodostaen polymeeriverkoston, josta käytetään myös
nimeä dynaaminen geeli.45,149 Erona jäykkään, kemiallisesti ristiinsidottuun geeliin, dynaamisen
geelin huokoset ovat pysymättömiä. Huokosten pysyvyys riippuu polymeerienvälisistä
vuorovaikutuksista ja keskinäisestä liikkuvuusajasta. Jos liikkuvuusaika on riittävän pitkä, poly-
meerien väliset vuorovaikutukset muistuttavat kemiallisia ristiinsidoksia muodostaen hetkellisen
verkoston, joka toimii jäykän geelimatriisin tavoin. Kietoutuneisuusastetta voidaan arvioida
empiirisestä yhtälöstä C* K N-0.8, missä N on polymeeriketjun sisältämien monomeerien
lukumäärä. Siksi erittäin suurilla polymeereillä jo hyvin laimeiden liuosten polymeerit voivat olla
kietoutuneita.
Kuva 28. Laimea (C<C*), puolilaimea (C=C*) ja kietoutunut (C>C*) polymee-
riliuos. Kuva viitteestä 149.
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Kietoutuneita polymeeriliuoksia voidaan karakterisoida niiden verkkokoon [ mukaan.
Verkkokokoa voidaan verrata kokoekskluusiokromatografiassa käytettyyn geelin huokoskokoon,
joka määrää geelin tehokkaan erotusalueen (moolimassan suhteen).149 [ määräytyy liuoksessa
käytetyn polymeerin hydrodynaamisen tilavuuden sekä liuoksen konsentraation ja karakteristisen
kietoutuneisuusasteen mukaan. Kietoutuneen polymeeriliuoksen moolimassa-aluetta voidaan
kasvattaa käyttämällä suurempia polymeerejä ja vastaavasti pienentää käyttämällä pieniä
polymeerejä. Palm149 tosin huomauttaa, että vaikka kietoutuneet polymeeriliuokset erottavat
tehokkaasti molekyylejä koon mukaan, saadaan erittäin pienillä polymeereillä ja oligomeereillä
aikaan parempi erotusresoluutio käyttämällä polymeeriliuoksen asemesta vaihdettavia geelejä.
Radko ja Chrambach150 mittasivat halkaisijaltaan dp = 3 -1085 nm:n biomolekyylien liikkuvuutta
esteisessä, suurimolekulaarisessa polyakryyliamidiliuoksissa (Mw = 5]106 g/mol) ja huomasivat,
että hyvin pienien partikkelien (dp < 20 nm) migraatio oli riippumatonta elektroforeettisesta
kentästä ja partikkelin koosta.
5.1.2. Erotusmekanismi
PSCE:n erotusmekanismin teoria perustuu geelielektroforeesin erotusmekanismin selitysmallei-
hin. Monista ehdotetuista retentiomalleista huolimatta tarkkaa mekanismia ei tunneta. PSCE:n
teoriaa on kehitetty lähinnä DNA-polymeereillä, mutta Viovyn ja Hellerin mukaan selitysmallit
pätevät hyvin myös muun tyyppisille polyelektrolyyttisille polymeereille.45 Novotny151 kuitenkin
toteaa, että vaikka kapillaarielektroforeettisilla menetelmillä oligosakkaridien erotus on perin
vaivatonta, sillä ei ole onnistuttu erottamaan suuria polysakkarideja kovin tehokkaasti.
Jatkuvassa, yksisuuntaisessa sähkökentässä pienet, pallomaiset molekyylit noudattavat hyväksyt-
tävällä tarkkuudella Ogstonin mallia.149 Sen mukaan pienemmät molekyylit liikkuvat geelimatrii-
sissa nopeammin, koska niillä on suurempi liikkumavapaus matriisin huokosissa. Malli olettaa,
että geelimatriisi koostuu satunnaisesta polymeeriverkostosta, jossa yhdenmuotoinen partikkeli
liikkuu yhtälön
(31) µ µe
K C r Re e M g= − +0
2( )
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mukaisesti, missä We on partikkelin elektroforeettinen liikkuvuus, W0 partikkelin elektroforeetti-
nen liikkuvuus vapaassa elektrolyyttiliuoksessa, Ke on vakio, rM matriisipolymeerin aksiaalinen
paksuus, C geelin konsentraatio ja Rg partikkelin hyrräsäde. Ogstonin mallin heikkous on se, että
se on voimassa vain rajoitetulla moolimassa-alueella ja valituilla molekyyleillä.45 Useista
yleistys- ja laajennusyrityksistä huolimatta se epäonnistuu suurten polymeerimolekyylien (yli 50
DNA:n emäsparia) liikkuvuuden selittämisessä. Yhtälö 31 ei ole voimassa vakiopotentiaaliken-
tässä, jossa suurikokoinen polyelektrolyytti venyy kentän suuntaisesti, polymeerin muoto
muuttuu ja venyneet molekyylit eivät enää erotu.149
Ogstonin mallia kehittyneempi polymeerin käyttäytymistä geelimatriisissa kuvaava teoria on
poikkeavan matelun fluktuaatiomalli (engl. biased reptation and fluctuations, BRF). Siinä
molekyyli, jonka hyrräsäde on suurempi kuin geelin verkkokoko, ei välttämättä kulkeudu tiukasti
yhdenmuotoisena partikkelina geelimatriisissa vaan matelee auenneena ketjuna huokosten läpi,
partikkelin koon vaihdellessa (fluktuoidessa) sähkökentän vaikutuksesta, yhtälön 
(32) µe N bE≈ +
1 2
mukaisesti.45,149 Termi N on molekyylin rakenneyksiköiden lukumäärä, b on vakio ja E käytetyn
sähkökentän voimakkuus. Matelunopeus riippuu ketjuun kohdistuvasta hankausilmiöstä
analyytin ja kietoutuneen polymeeriverkoston välisen varaus-kitkakerroinsuhteen mukaisesti.150
Mitä suurempi makromolekyyliketju on, sitä useampi dynaamisen geelin polymeeri “hankaa”
etenevää partikkelia vasten hidastaen sen matelua. BRF-malli sisältää samantyyppisiä ongelmia,
kuin Ogstonin malli. Se ei pysty selittämään suurien molekyylien migraatiota geelimatriisissa
kunnolla; koska polyelektrolyyttien moolimassasta riippuva migraatio geelimatriisissa on
kääntäen verronnollinen käytettyyn sähkökenttään, vähenee termin 1/N vaikutus sähkökentän
voimakkuuden kasvaessa (yhtälö 32). Jotta edes suhteellisen suurille polymeereille saataisiin
aikaan migraatio, tulee sähkökentän olla verrattain suuri. Kuitenkin voimakkaassa sähkökentässä
polymeeri venyy ja sen seurauksena matelumekanismi häviää.
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Käyttämällä vakiosähkökentän sijaan pulssitettua sähkökenttää on BRF-mallin pätevyysaluetta
pystytty laajentamaan.149 Ideana tässä tekniikassa on, että vakiokenttään lisätään vaihtovirtakent-
tä. Kun kapillaarin läpi johdetaan vakiokenttään nähden 90-180° vaiheinen kenttä, saadaan poly-
meerin muoto muuttumaan (reorientaatio) ja venymisilmiö vähenemään. Koska polymeerin
reorientaationopeus riippuu molekyylin koosta, parantaa sähkökentän pulssitus moolimassasta
riippuvaa erottumista.45 Vaihtovirtalisäyksen sijaan voidaan kenttä myös kääntää
vastakkaiseksi.152 Pulssitetulla kentällä on erotettu useiden miljoonien emäsparien DNA-
molekyylejä,153 dekstraani-polysakkarideja49 ja eräitä synteettisiä polymeerejä.149
5.2. Detektorit
Verrattuna kokoekskluusiokromatografiaan tai kenttävirtausfraktiointiin, kapillaarielektrofo-
reesissa liuostilavuudet ovat pieniä. Käytettyjen kapillaarien kokonaistilavuus on alle 10 Wl ja
kapillaariin injektoidun näytteen tilavuus muutama nanolitra tai ainoastaan pikolitroja.47
Tällaisessa näytetilavuudessa varsinaisia näytemolekyylejä saattaa olla ainoastaan joitain tuhansia
tai satoja, minkä vuoksi käytettyjen detektorien ja havainnointimenetelmien tulee olla herkkiä
(taulukko 10).
Kapillaarielektroforeettisissa menetelmissä tavallisimmin käytetty ilmaisin on ultraviolettidetek-
tori. Sitä käytetään yleisilmaisimena proteiinien ja oligonukleotidien analytiikassa. Monipuoli-
sempi UV-spektri voidaan mitata diodirividetektorilla.153 Fluoresoiville yhdisteille tai yhdisteille,
joihin voidaan liittää fluoresoiva kromofori derivatisoimalla, on tavallinen ilmaisin laserindusoitu
fluoresenssidetektori (LIF).151 Kapillaarielektroforeettiseen laitteistoon voidaan liittää myös
massaspektrometri.132
Kapillaarin Kapillaarin Injektio- Havaitsemisraja (mol)
I.D. (Wm) tilavuus (Wl) tilavuus (nl) UV ED LIF
200 15,7 160 160]10-15 1600]10-18 1600]10-21
100 3,9 40 40]10-15 400]10-18 400]10-21
50 1,0 10 10]10-15 100]10-18 100]10-21
25 245]10-3 2450]10-3 2500]10-18 25]10-18 25]10-21
Taulukko 10. Kapillaarielektroforeesin injektiotilavuuksia ja havaitsemisrajoja eri kapillaareissa.47 UV:
ultraviolettidetektori; ED: elektrokemiallinen detektori; LIF: laserindusoitu fluoresenssidetektori; Kapillaarin
pituus 50 cm; injektoidun vyöhykkeen pituus kapillaarissa 0,5 cm.
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Hiilihydraattianalytiikassa detektorin valinta ei ole yhtä suoraviivaista. Valtaosa oligo- ja
polysakkarideista ei sisällä kromoforista- tai fluoroforista ryhmää, joten niiden suora UV- ja
fluoresenssidetektointi on mahdotonta.47 Erilaiset derivatisointimentelemät sekä epäsuorat UV-
ja fluoresenssimenetelmät ovatkin tärkeitä havainnointimenetelmiä.47,151
5.2.1. Suora UV-detektointi ilman derivatisointia
Kapillaarielektroforeettisten menetelmien yleisilmaisimena käytetään ultraviolettidetektoria
(UV). Oligo- ja polysakkaridien suora UV-detektointi on mahdollista, jos tutkittavat makromole-
kyylit sisältävät jonkin UV-säteilyä absorboivan ryhmän. Menetelmän tarkkuus riippuu kromo-
forien absorptiokyvystä sekä niiden lukumäärästä yhdessä molekyylissä.
Hayase et al. analysoivat eri painoisia polyhyaluronihappoketjuja vapaassa elektrolyytti- ja
kietoutuneissa polymeeriliuoksessa (pH 4,0).154 Hyaluronihappo absorboi UV-säteilyä
aallonpituudella 185 nm ja sen analysoiminen suoralla UV-detektoinnilla on mahdollista, jolloin
havaitsemisraja oli 1,0 Wg-tasolla.
Pektiini sisältää galakturonihapporyhmiä, jotka absorboivat UV-säteilyä 192 nm aallonpituudella.
Zhong työryhmineen155 erotti pektiiniä sen esteröitymisasteen (DE) mukaan. He käyttivät
työssään suoraa UV-detektointia (192 nm) ja totesivat, että CE/UV:a voidaan käyttää
pektiinianalytiikassa havaitsemaan 0,5-5 mg/ml pektiiniä sisältäviä näytteitä. 
Pienten sakkaridien kompleksinmuodostuskykyä elektrolyyttiliuoksen taustakromoforin kanssa
voidaan hyödyntää sakkaridien detektoinnissa.156 Kompleksoimalla 1-naftyylietikkahapolla ja
salisyylihapolla voitiin syklodekstriinit havaita 0,1-1 mM pitoisuuksista. Toida ja Linhardt157
kompleksoivat in situ eräitä polyglykosaminoglykaaneja (GAG) ja hepariinioligosakkarideja
kupari(II)-ioneilla ja käyttivät suoraa UV-detektointia 240 nm aallonpituudella. Riippuen mooli-
massasta pystyttiin nämä hiilihydraatit analysoimaan jopa 10-9 g:n näytemäärästä, kuitenkin siten,
että parhaimman vasteen antoivat pienimolekyyliset tai paljon iduronihappoa sisältävät GAG-
yhdisteet.
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Myös eräiden suurten polysakkaridien taipumusta muodostaa komplekseja jodin kanssa voidaan
hyödyntää niiden detektoinnissa. Brewster ja Fishman158 kompleksoivat amyloosi- ja amylo-
pektiinipolysakkarideja jodilla ja saivat niille aikaiseksi erilaiset elektromigraatiot ja makromole-
kyylit oli mahdollista havaita suoralla detektoinnilla aallonpituudella 560 nm.
5.2.2. Epäsuora detektointi
Yhdisteille, joille suoraa detektointimenetelmää sopivan kromo- tai fluoroforin puuttuessa ei
voida soveltaa, voidaan yleensä käyttää epäsuoraa spektrofotometristä tai sähkökemiallista
detektointimenetelmää tai fluoresenssidetektointia. Niissä ajoliuokseen lisätään analyyttien
suhteen inerttiä UV-säteilyä absorboivaa, fluoresoivaa tai sähkökemiallisessa detektorissa
havaittavaa yhdistettä, mikä aiheuttaa korkean taustasignaalin.147 Kun epäaktiivinen analyytti
kulkeutuu detektorin ohitse, yhdiste havaitaan piikin sijaan taustasignaalin alenemana.
Epäsuorassa UV-detektoinnissa elektroferogrammi muodostetaankin käänteisestä detektori-
signaalista.
Epäsuoran UV-menetelmän suurin etu on, että se ei ole spesifisisesti herkkä erotettavien yhdis-
teiden välillä, toisin sanoen se on yleiskäyttöinen havainnointimenetelmä.46 Se on myös herkkä
menetelmä, vaikkakin herkkyys riippuu käytetystä taustakromoforista. Sopivia UV-säteilyä
absorboivia kromoforeja ovat sorbiinihappo, tryptofaani ja N-bentsyylikinkonidiumkloridi
(BCDC) [46,159] ja fluorofori kumariini 343.147 Käytettäessä tryptofaania taustakromoforina, on
detektorin lineaariseksi dynaamiseksi alueeksi ilmoitettu 0,05-0,5 pikomoolia.48 Sorbiinihapolla
ja BCDC:lla menetelmä ei ollut yhtä herkkä. Epäsuoran UV-detektoinnin ongelma on sopivan
taustakromoforin valinta; esimerkiksi tryptofaani ja BCDC soveltuvat kromoforeiksi vain väke-
vissä emäsliuoksissa (pH > 12), mikä rajoittaa niiden käyttöä.159 Vastaavasti kumariini 343
hajoaa liuoksessa, jonka pH > 11,5. Sen kyky absorboida UV-säteilyä vähenee korkeassa
hydroksidi-ionipitoisuudessa, vaikka kumariini-liuoksissa molekyylejä voidaan havaita
femtomooli-tasolla.147
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5.2.3. Derivatisoitujen näytteiden detektointi
Kapillaarielektroforeettisissa erotuksissa voidaan lisätä näytemolekyylien havaittavuutta ja
elektroforeettista liikkuvuutta niiden derivatisoinnilla. Koska useimmat polysakkaridit eivät
sisällä UV-säteilyä absorboivaa eikä fluoresoivaa ryhmää, on ne derivatisoitava sopivalla
reagenssilla niiden havaitsemiseksi ultravioletti- tai fluoresenssidetektorilla. Kuvassa 29 on
esitetty yleisimpiä CE-menetelmissä käytettyjä hiilihydraattien derivatisointireagensseja. Koska
näytemäärä kapillaarielektroforeesissa on erittäin pieni, tulee käytetyn johdoksenmuodostajan
absorboida hyvin UV-säteilyä tai johdoksenmuodostajan tulee olla fluoresoiva. Laserindusoidut
fluoresenssidetektorit (LIF) ovat syrjäyttäneet paremmalla aallonpituuden selektiivisyydellään
ja herkkyydellään laajaspektriset lamppufluoresenssidetektorit.47 Useat tavallisista reagensseista
mahdollistavat hiilihydraattijohdosten havaitsemisen atto- ja pikomoolien pitoisuuksina.147
Kuitenkin suurimolekyylisten polysakkaridijohdosten detektointi on ongelmallista, koska
näytteen sisältämien kromoforien määrä on verrattain pieni.158 Chmelik et al.111 tutkivat ANTS-
derivatisoituja dekstraanipolymeerejä ja huomasivat, että polymeerin moolimassan kasvaessa sen
fluoresenssi väheni.
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Kuva 29. Hiilihydraattien UV-säteilyä absorboivia ja fluoresoivia derivatisointireagensseja.46,47
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Kuva 29 (jatkuu). Hiilihydraattien UV-säteilyä absorboivia ja fluoresoivia derivatisointireagensseja.46,47
Varauksellisen ryhmän sisältäviä derivatisointireagensseja käyttämällä voidaan näytteen massa-
varaus-suhdetta muuttaa46 ja siten parantaa yhdisteen elektroforeettista liikkuvuutta. Derivatisoin-
ti suoritetaan yleensä ennen analyysiä, jolloin vältetään mahdolliset reaktiot taustakromoforin
kanssa eikä johdoksenmuodostuksen reaktiokinetiikka häiritse analyysiä, tai kapillaarissa in situ
(analyysin aikana).46,47,147
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Derivatisointireagenssille on eduksi, jos se on dissosioituva laajalla pH-alueella.147 Käytetyn
kromoforin tulee sitoutua ainoastaan yhteen analyytin funktionaaliseen ryhmään ja reaktion olla
mahdollisimman täydellinen, jotta menetelmä on toistettava eikä derivatisoinnissa synny useita
eri yhdisteitä. Monosakkaridiryhmissä on useita reaktiivisuudeltaan erilaisia hydroksyyliryhmiä,
joita voitaisiin käyttää johdoksenmuodostamiseen. Vaarana on kuitenkin useamman tyyppisen
johdoksen muodostuminen. Yleisemmin sakkaridien johdoksenmuodostuksessa käytetäänkin
pelkistyvien sokereiden karbonyylipäätä, joita ei yhtä sakkaridia kohden ole kuin yksi. Amino-
ja karboksyylisubstituoituneissa sokereissa amino- ja karboksyyliryhmät ovat myös potentiaalisia
funktionaalisia liitännäispaikkoja. Myös käytetyn reagenssin tulee sisältää vain yksiselitteisiä
sitoutumispaikkoja samantyyppisten johdosten muodostamiseksi. Kirjallisuudessa46,47 mainitaan
kolme tapaa muodostaa hiilihydraattijohdos sopivan kromo- tai fluoroforin kanssa: a) pelkistävä
aminointireaktio, b) kondensaatioreaktio 1-fenyyli-2-metyyli-5-pyratsolonin (PMP) kanssa ja c)
kondensaatioreaktio karboksyyliryhmiä sisältävän sakkaridin ja amiinin välillä. Näistä lähinnä
ensimmäiseen ryhmään kuuluvia johdoksia on käytetty oligo- ja polysakkaridien analytiikassa
ja kahta viimeistä pääasiassa oligo- ja monosakkaridianalytiikassa.
Pelkistävä aminointireaktio. Karbonyyliryhmä voi reagoida johdoksenmuodostusreagenssin
aminoryhmän kanssa muodostaen niin sanotun Schiffin emäksen.47 Koska se on tasapainoreaktio
suosien lähtötuotteita, pelkistetään Schiffin emäs yksisuuntaisessa reaktiossa stabiiliksi
sekundääriseksi amiiniksi. Aminointireaktio voidaan tehdä liuoksessa pH 6-8.  Eräs pelkistävä
aminointireagenssi on 8-aminonaftaleeni-1,3,6-trisulfonihappo (ANTS), joka voidaan liittää
pelkistyviin sakkarideihin niiden välisen kondensaatioreaktion avulla. Se on fluoresoiva yhdiste
(Uem = 520 nm), jonka sulfonihapporyhmät dissosioituvat sekä happamassa että emäksisessä
vesiliuoksessa laajalla pH-alueella.46 ANTS on yleinen derivatisointireagenssi CE-erotuksissa
alhaisella havaitsemisrajalla (noin 5]10-7 M, U = 223 nm) soveltuen hiilihydraattien erotukseen
sekä happamissa että emäksissä elektrolyyttiliuoksissa. 
Mort ja Chen160 erottivat ANTS-derivatisoituja pektiinifraktioita niiden koon mukaan
päällystetyssä kapillaarissa ja käännetyllä sähkökentällä. He pystyivät erottamaan happamassa
ympäristössä (pH 2,5) galakturonihappojen oligomeerisen sarjan DP = 20 (Mw = 3600 g/mol)
asti. Myös polydekstriini- ja tärkkelysperäisiä ANTS-derivatisoituja malto-oligosakkarideja on
erotettu happamassa ja emäksisessä puskuriliuoksessa hyvällä resoluutiolla.145 Kuvassa 30 on
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esitetty pelkistävään aminointireaktioon perustuvilla derivatisointireagensseilla derivatisoitujen
malto-oligosakkaridinäytteiden elektroferogrammit. Kuvasta nähdään, että käytetty derivatisointi-
reagenssi vaikuttaa yhdisteiden erottumiseen. Kun malto-oligosakkaridit derivatisoitiin ANTS:lla
(kuva 30a), voitiin oligosakkaridit erottaa DP > 30 asti.  Sen sijaan 2-ANSA- ja 5-ANSA-
derivatisoidut (kuvat 30c ja d) oligosakkaridit erottuivat selvästi ANTS-oligosakkarideja
huonommin.
Kuva 30. PAA-päällystetyssä silikakapillaarissa (50 cm x 50 Wm I.D.) erotettujen malto-oligosakkaridien
elektroferogrammit145. Oligosakkaridien derivatisointireagenssit a) ANTS, b) 3-ANDA, c) 2-ANSA ja d) 5-
ANSA. Elektrolyyttiliuos: 50 mM fosfaattipuskuri/36 mM trietyyliamiini pH 2,5. Detektori: UV (235 nm). R:
reagenssipiikki. Numerointi ilmoittaa malto-oligosakkaridin polymeroitumisasteen (DP).
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Sudor ja Novotny49 erottivat 3-(4-karboksibentsoyyli)-2-kinoliinikarboksialdehydi-derivatisoituja
(CBQCA) neutraaleja dekstraanipolymeerejä polyakryyliamidiliuoksella täytetystä kapillaarista.
CBQCA-johdosta tarvittiin polymeerien havaitsemiseksi fluoresenssidetektorilla (LIF). Piko-
grammatason havaitseminen on mahdollista suurille CBQCA-derivatisoiduille dekstraani-,
amyloosi- ja amylopektiinipolysakkarideille käyttämällä LIF-detektoria (Uex = 488nm).161
Kondensaatioreaktio PMP:n kanssa. Toinen tapa muodostaa johdoksia karbonyyliryhmiä sisältä-
vien hiilihydraattien kanssa on kondensaatioreaktio 1-fenyyli-3-metyyli-5-pyratsolonin (PMP)
tai 1-(3-metoksi)fenyyli-3-metyyli-4-pyratsolonin (PMPMP) kanssa.47 Reaktio tapahtuu jo lieväs-
ti emäksisissä liuoksissa (pH 8,3). PMP on harvinainen johdos CE-erotuksissa. PMP-johdoksina
on erotettu sialyloituja oligosakkarideja sekä pieniä oligoglykaaneja ja isomalto-oligomeerejä.
Näille PMP-hiilihydraateille ilmoitettiin havaitsemisrajaksi 10-50 femtomoolia.47
Kondensaatioreaktio karboksyyliryhmiä sisältävän sakkaridin ja amiinin välillä. Karboksyyli-
ryhmän sisältävän sakkaridin kondensaatioreaktio sulfaniliinihapon (SA) tai 7-aminonaftaleeni-
1,3-disulfonihapon (ANDSA) kanssa on spesifinen tapa muodostaa UV-säteilyä absorboivia
johdoksia.47 Tämä menetelmä ei ainoastaan paranna happamien sakkaridien UV-havaittavuutta.
Sen avulla voidaan heikko karboksyylihapporyhmä vaihtaa yhteen tai useampaan vahvaan
sulfonihapporyhmään. Siten on mahdollista laajentaa kapillaarielektroforeesin pH-aluetta.
Monosakkaridien SA- ja ANDSA-johdoksille on ilmoitettu 30 ja 15 femtomoolin havaitsemisraja
vastaavasti.46
5.2.4. Muut detektointimenetelmät
Massaspektorimetriä (MS) on käytetty kapillaarielektroforeesissa ympäristönäytteissä esiintyvien
pienten epäorgaanisten yhdisteiden sekä proteiinien fragmenttien analysoimiseksi.162 Sopivan
liitännän tekeminen laitteistojen välillä on ollut ongelmallista. Lisäksi perinteisen massaspektro-
metrin massa-varaus-suhteen (m/z) mukainen toiminta-alue on ollut esteenä suurten luonnonpo-
lymeerien analytiikassa.132 Uusien ionisointitekniikoiden myötä massaspektrometrin käytännöllis-
tä moolimassan mukaista toiminta-aluetta on voitu laajentaa.
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Severs et al.132 esittelivät Fourier-muunnosionisyklotroniresonanssi-massaspektrometrisen
(FTICR-MS) kytkennän kapillaarielektroforeettiseen laitteistoon. Siinä, käyttämällä sähkösumu-
tusionisointia (ESI), voidaan normaalipaineessa syöttää näyte massaspektrometriin (kuva 31).
ESI muodostaa varauksellisia pisaroita, joissa haihtumisen yhteydessä muodostuu moninkertai-
sesti varautuneita molekyylejä. Useamman varauksen muodostaminen makromolekyyliin on po-
lymeerien massaspektrometrisen analytiikan kannalta olennaista, koska tällöin niiden
syöttäminen normaaliin massaspektrometriin ja analysoiminen spektrometrin massa-varaus-
suhteen mukaisella toiminta-alueella on mahdollista. Lisäksi FTICR-laitteisto on herkkä; sillä
on voitu havaita partikkeleita attomooli-tasolla.
Kuva 31. Kapillaarielektroforeesin liittäminen ESI-FTICR-massaspektrometriin. Kuva viittestä 132.
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Kazmaier ryhmineen163 analysoi maltodekstriinin oligosakkaridifragmentteja. Kapillaarielektrofo-
reesin tuloksia verratiin erillisliitäntäisellä MALDI-TOF-massaspektrometrillä mitattuun
massaspektriin. Kapillaari päällystettiin polyakryyliamidilla (PAA) elektro-osmoottisen
virtauksen pienentämiseksi. Migraation aikaansaamiseksi oligosakkaridit derivatisoitiin 4-
aminobentsonitriilillä (ABN) ja ANTS:lla. Yhdisteiden havaittavuus riippui käytetystä
johdoksenmuodostajasta (kuvat 32 ja 33). Eri kokoiset malto-oligosakkaridit voitiin erottaa ja
havaita niiden ABN-johdoksina (elektrolyyttiliuos 175 mM boraattipuskuri pH 10,5), kun DP
= 1-10 (Mw < 1800 g/mol). ANTS-derivatisoinnilla (elektrolyyttiliuos 50 mM Tris-puskuri pH
2,5) malto-oligosakkaridien homologinen sarja erottui ja havaittiin DP = 13 asti. Massaspektristä
pystyttiin jopa DP = 15 (Mw = 2700 g/mol) ANTS-oligomeeri tunnistamaan. Käyttämällä ABN:ä
johdoksenmuodostajana, erottuivat oligosakkaridit käänteisessä järjestyksessä verrattuna ANTS-
oligosakkarideihin.
Kuva 32. ANTS-derivatisoitujen malto-oligosakkaridien massaspektri, joka on
mitattu erillisellä MALDI-TOD-massaspektrometrillä.163 Ajo-olosuhteet selostettu
tekstissä. Numerointi vastaa oligosakkaridin polymeroitumisastetta (DP). m/z:
massa-varaussuhde. IS: sisäinen standardi.
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Kuva 33. ABN- (ylempi kuva) ja ANTS-derivatisoitujen (alempi kuva) malto-
oligosakkaridien elektroferogrammit. Ajo-olosuhteet tekstissä. Numerointi vastaa
oligosakkaridin polymeroitumisastetta (DP). Detektori: UV (285 nm). Kuva on
viitteestä 163.
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Taitekerroindetektoria (RI) on käytetty kapillaarielektroforeesissa suoraan detektointiin.147 Vaik-
ka se on suoria UV-menetelmiä selvästi epäherkempi ja sen havaitsemisraja on perin korkea, on
sitä sovellettu CE:ssa hiilihydraattianalytiikkassa. Alunperin Dovichi et al.164 käyttivät mikro-
nestekromatografia-laser-RI-detektoria, jonka kyvetin tilavuus oli alle nanolitran. Nykyisissä
CE:n taitekerroindetektoreissa hyödynnetään kapillaarissa kulkevan nesteen valonsirontailmiötä.
Mittaamalla kapillaariin nähden kohtisuoraan asennetulla fotodiodilla muutoksia nesteen
valonsironnassa, voidaan liuoksen ja referenssikyvetin sisältämän puhtaan liuottimen siroaman
valon intesiteettejä vertaamalla määrittää näyteliuoksen taitekerroin. Eliminoimalla Joulen
lämpeneminen kapillaarissa, voidaan RI:n herkkyyttä edelleen kasvattaa. Bruno tovereineen165
mittasi useille tetraboraatilla kompleksoiduille oligosakkarideille rakentamallaan RI-detektorilla
10-4 M havaitsemisrajan. Kuitenkin käyttökelpoinen kapillaarin paksuus lämpenemisen takia oli
10-50 Wm I.D., mutta yli 50 Wm:n kapillaareilla RI:n käyttö oli lämpövirtausten takia
mahdotonta.
Hiilihydraattien sähkökemiallisessa detektoinnissa kuparielektrodilla on keskitytty elektrodin
vaatiman emäksisen puskuriliuoksen aiheuttamien polysakkaridierotusongelmien takia lähinnä
mono- ja oligosakkarideihin. Zhou ja Baldwin166 lisäsivät elektrolyyttiliuokseen kationista pinta-
aktiivista ainetta setyylitrimetyyliammoniumbromidia (CTAB) elektro-osmoottisen virtauksen
(EOF) kääntämiseksi ja onnistuivat erottamaan ja havaitsemaan polysakkarideja DP > 100 asti.
He käyttivät sähkökemiallista detektoria (ED) lineaarisen maltoosin, entsymaattisesti
modifioidun tärkkelyksen ja dekstraanistandardien havaitsemiseen. Moolimassa-alue tutkituille
polymeereille ulottui Mw = 18300 g/mol kokoisiin molekyyleihin asti ja havaitsemisraja oli alle
femtomoolin. 
Cassidy työryhmineen167 käytti pulssitettua amperometrista detektoria (PAD) ja kapillaarin
jälkeistä reaktiosysteemiä pienten oligosakkaridien tutkimiseen. He erottivat oligosakkaridit
boraattipuskurissa ja lisäsivät kapillaarin lopussa ennen kultaelektrodia 0,4M NaOH-liuosta.
Vaikka systeemin herkkyys oli vain noin 10% suoran PAD-detektoinnin herkkyydestä, voitiin
sillä analysoida oligosakkarideja maltoheptaoosiin asti.
Termo-optisessa absorbanssidetektoinnissa (TOA) suuritehoinen laserpulssi säteilyttää näytettä
sen absorptioaallonpituudella.47 Absorboitunut säteily lämmittää näytettä, jonka taitekerroin
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muuttuu lämpötilan funktiona. Yhdisteet havaitaan mittaamalla liuoksen taitekerrointa laser-RI-
detektorilla. ANTS-derivatisoidut sakkaridit absorboivat UV-säteilyä useilla aallonpituuksilla.
Tämän seurauksena absorboitunut säteily lämmittää näyteliuosta ja muutos liuoksen taitekertoi-
messa voidaan havaita. Klockow ja Krattiger168 onnistuivat analysoimaan kananmunan
ovalalbumiinista eristettyjä ANTS-derivatisoituja oligosakkarideja TOA-detektorilla (U = 220
nm).
5.3. Sovelluksia
Oligo- ja polysakkaridien on analysoitu kapilaarielektroforeesilla vain vähän. Yleensä oligo-
sakkaridien kokoon perustuvat erotukset tehdään vapaissa elektrolyyttiliuoksissa päällystämättö-
mässä kapillaarissa, mutta harvalukuisempiin polysakkaridierotuksiin on käytetty myös
kietoutuneita polymeeriliuoksia.
Suurten hiilihydraattien karakterisointi kapillaarielektroforeesissa perustuu kahteen menetelmään:
kemialliselta rakenteeltaan tunnettujen malliaineiden tai kalibrointisuoran käyttöön molekyylin
koon arvioimiseksi. Vertaamalla näytteen ja malliaineen elektroferogrammien piikkejä, voidaan
näytteen kemiallinen koostumus selvittää. Toisaalta mittaamalla tunnettujen sokeriketjujen
migraatioajat ja hyödyntämällä aikoja systeemin kalibroinnissa, voidaan kemialliselta rakenteel-
taan samanlaisten molekyylien migraatioaikojen perusteella molekyylien moolimassa määrittää.
On huomattava, että erityyppisten polymeerien seoksissa, joissa migraatio riippuu kemiallisesta
rakenteesta ja massa-varaussuhteesta, ei rakenteeltaan erilaisten hiilihydraattien kalibrointisuora
enää ole voimassa. Moolimassa voidaan laskea myös massaspektristä, kuten teki Kazmaierin
ryhmä,163 joka määritti malto-oligosakkaridien moolimassat suoraan massaspektristä CE/MALDI-
TOF-MS:lla. 
Guttman työryhmineen valmisti169 malto-oligosakkarideista malliaineita mikropreparatiivisella
CE:lla. He käyttivät 50 Wm I.D. geelitäytteistä kapillaaria ja pystyivät valmistamaan kerrallaan
useita mikrogrammoja APTS-derivatisoituja oligosakkaridifraktioita yli DP > 20 asti. Kontrolli-
injektiossa oligosakkaridifraktiot todettiin riittävän puhtaiksi soveltuakseen malliaineiksi malto-
oligosakkaridien analyyseihin.
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Toisessa artikkelissaan Guttman et al.170 eristivät naudan sikiöstä asparagiini-sitoutuneita glykaa-
neja ja vapauttivat niistä entsymaattisesti oligosakkarideja. He erottivat hydrolysaattituotteet
APTS-derivatisoituina geelikapillaarielektroforeesilla pH:ssa 4,75. Oligosakkaridit erottuivat
neljänä pääpiikkinä sekä useina sivupiikkeinä. Pääpiikit tunnistettiin vertaamalla elektrofero-
grammeja tunnettuihin trisialyloituihin trisakkarideihin ja sivupiikkien koostumus arvioitiin
laskemalla migraatioajasta niiden glukoosiyksiköiden lukumäärä.
Chiesa ja Hovarth145 erottivat polydekstriini- ja tärkkelysperäisiä ANTS-derivatisoituja malto-
oligosakkarideja 1% PAA-polymeeriliuoksessa. Fosfaattipuskurissa (50nM, pH 9,0) oligomeerit
erottuivat miltei DP = 20 (Mw = 3600 g/mol) asti, kun fosfaatti-trietyyliamiinipuskurissa
(50nM:10,8nM, pH 2,5) pystyttiin oligosakkaridien homologinen sarja erottamaan käänteisessä
järjestyksessä hyvällä resoluutiolla DP > 30 (Mw > 5400 g/mol) asti. Mittaustulostensa
perusteella he huomasivat, että oligosakkaridien elektroforeettinen liikkuvuus We oli verrannolli-
nen niiden moolimassaan M-2/3:n suhteessa. Mittaamalla malto-oligosakkaridien We voitiin niiden
moolimassa määrittää.
Ruddick ja Goodall171 arvostelivat tätä tulosta epärealistiseksi ja mittasivat uudelleen amyloosin
ja dekstraanin oligomeerien ANTS-johdosten elektroforeettisen liikkuvuuden suhteen niiden
moolimassaan ajoliuoksen (20-100 mM fosfaattipuskuri pH 2,4) eri ionivahvuuksilla. ANTS-po-
lysakkaridien fragmentit pystyttiin erottamaan niiden koon mukaan siten, että huonoin erotus
saavutettiin 20 mM puskuriliuoksessa (DP = 35, Mw = 6300 g/mol) ja paras erotus 100 mM
puskuriliuoksessa (DP = 43, Mw = 7700 g/mol). Työryhmä huomasi, että riippumatta elektrolyyt-
tiliuoksesta sekä amyloosin että dekstraanin elektroforeettinen liikkuvuus We oli verrannollinen
oligosakkaridien moolimassaan hieman yllättäen M-1/2:n suhteessa. Absoluuttinen elektroforeetti-
nen liikkuvuus sitä vastoin oli kääntäen verrannollinen elektrolyytin ionivahvuuteen. Kirjoittajien
mukaan erot Chiesan ja Hovarthin145 tuloksissa olivat selitettävissä tämän työparin tekemästä
systemaattisesta laskuvirheestä ja siksi erheellisestä eksponentista.
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Liu et al.172 erottivat CBQCA-derivatisoituja polygalakturonihappoketjuja kietoutuneessa 1%:ssa
polyakryyliamidiliuoksessa (0,1 M Tris/0,25 M boraatti/2 mM EDTA-puskuri, pH 8,48).
Kehittämällään menetelmällä heidän onnistui erottaa homologinen oligomeerisarja DP = 67 (Mw
= 12000 g/mol) asti. Fluoresoivat johdokset voitiin havaita attomoolitasolla. Oligomeerien
migraatioajat olivat lineaarisessa suhteessa niiden polymeroitumisasteeseen, minkä perusteella
saatiin systeemille kalibrointisuora polymeroitumisasteen mukaan (kuva 34).
Zhong työryhmineen173 tutki sitrus-, omena- ja sokerijuurikaspektiinien erottamista kapillaari-
elektroforeesilla 1%:ssa polyakryyliamidi-fosfaattipuskuriliuoksessa (50nM, pH 7,0). He
valmistivat sitruspektiinistä standardiyhdisteet niiden esteröitymisasteen (DE) mukaan.
Käyttämällä näitä standardeja työryhmä mittasi pektiininäytteille DE-jakauman, joka vastasi
aiemmin suoritetun ioninvaihtokromatografia-kokoekskluusiokromatografia-analyysin tuloksia.
Kuva 34. Kalibrointisuorat Liun et al.172 polygalakturonihappoerotuksille.
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5.3.1. Kapillaarielektroforeesi vapaissa liuoksissa
Neutraalien monosakkaridien sekä pienien oligo- ja polysakkaridien kokoon perustuvat elektro-
foreettiset erotukset, joissa migraatio perustuu partikkelien massa-varaussuhteeseen ovat mahdol-
lisia niiden anionisina boraattikomplekseina.158 Päällystetyissä kapillaareissa ja vapaissa elektro-
lyyttiliuoksissa boraattikompleksien soveltuvuutta suurien polysakkaridien analysointiin
kuitenkin rajoittaa niiden lähes vakio massa-varaussuhde. Erotustehokkuutta voidaan parantaa
käyttämällä kietoutuneita polymeeriliuoksia, mutta tällöinkin vakiokentässä suoritetun erotuksen
käytännöllinen moolimassan yläraja on Mw = 30000 (katso kohta 5.3.2).49 
Stefansson ja Novotny tutkivat boraatilla kompleksoitujen dekstraanin, dekstriinin ja amyloo-
sin174 sekä myöhemmin selluloosan175 erottamista polyakryyliamidilla päällystetyssä kapillaarissa
(elektrolyyttiliuos 0,1M boraatti-tris-puskuri pH 8,65). Polysakkaridit derivatisoitiin 2-
amiinipyridiinillä (AP), 5-aminonaftaleeni-2-sulfonaatilla (ANA) ja ANTS:lla. Sähkökentän
potentiaali ei vaikuttanut boraattikompleksoitujen polysakkaridien erotusresoluutioon eivätkä
yhdisteiden suhteelliset elektroforeettiset liikkuvuudet yli 0,1 M boraattikonsentraatiossa
muuttuneet merkittävästi. Sen sijaan käytetyn johdoksenmuodostajan vaikutus erotustehoon oli
suuri (kuva 35). AP ei sisällä dissosioituvaa varauksellista ryhmää, ANA sisältää yhden ja ANTS
kolme varauksellista ryhmää. AP- ja ANA-derivatisoidut dekstraanit erottettiin DP K 50 (Mw K
9000 g/mol) asti, mutta ANTS-dekstraaneille vielä DP > 90 piikit pystyttiin havaitsemaan.
Työparin kehittämällä menetelmällä amyloosi voitiin erottaa DP = 50 asti, dekstriinifraktiot DP
= 40 asti ja selluloosa DP < 20. 
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Kuva 35. Dekstraanin AP- (a), ANA- (b) ja ANTS-johdosten (c) elektroferogrammit.174
Numerointi vastaa oligosakkaridin polymeroitumisastetta (DP). Kohdassa (c) detektorin herkkyyttä
on kasvatettu asteittain, jotta pienet piikit voitaisiin havaita. Kapillaari: PAA-päällystetty
silikakapillaari (35 cm x 50 Wm I.D.). Elektrolyyttiliuos: 0,1M boraatti-tris-puskuri (pH 8,65).
Detektori: UV (325 nm).
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Kuva 36. CBQCA-derivatisoidun polydekstriinin erotus
a) PAA-päällystetyssä ja b) PAA-geelillä täytetyssä
kapillaarissa. a) Kapillaari: 58 cm x 50 Wm I.D., elektro-
lyyttiliuos: 0,1M natriumfosfaatti-tetraboraattideka-
hydraatti-puskuri (pH 9,4). b) Kapillaari: 19 cm x 50
Wm I.D., elektrolyyttiliuos: 0,1M Tris/0,25M
boraatti/7,0M urea-puskuri (pH 8,33). Kuva viitteestä
176.
Boraattia parempi kompleksoija on jodi. Sen kompleksinmuodostusaste ja optiset ominaisuudet
riippuvat vahvasti polysakkaridiketjun pituudesta. Brewster ja Fishman158 erottivat amyloosi-,
amylopektiini-, peruna- ja maissitärkkelys- sekä maltodekstriini-jodikomplekseja päällystetyssä
kapillaarissa (20 mM sitraatti-fosfaattipuskuri, pH 6,0-7,0) niiden koon perusteella. Heidän
mukaansa menetelmä soveltui polymeereille, joiden DP = 40-200 (Mw = 7200-36000 g/mol).
Tutkijat huomauttivat, että käyttämällä jodia voidaan neutraalien polysakkaridien elektro-
migraation ohella parantaa myös niiden havaittavuutta, jolloin hankalaa ja hidasta derivatisointia
eri tarvitse suorittaa. Kaikki polymeerit havaittiin jodikomplekseina aallonpituudella 560 nm.
5.3.2. Geelikapillaarielektroforeesi ja PSCE
Liu et al.176 vertailivat polydekstriinin hydrolysaattituotteiden erottumista päällystetyssä silika-
ja polyakryyliamidigeelillä (PAA) täytetyssä kapillaarissa (kuva 36). Kun DP < 7, geelimatriisista
ei ollut varsinaista hyötyä, mutta suurilla oligosakkarideilla (DP 7-18) dekstriinifraktioiden erot-
tuminen parani huomattavasti. Työryhmä suositteli kokoon perustuvissa erotuksissa kuitenkin
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polymeeriliuosten käyttöä, koska jäykkä geeli halkeili käytössä, painui kasaan ja sen käyttöikä
oli tukkeutumisen myötä rajallinen. Sama ryhmä172 erotti CBQCA-derivatisoituja happo-
hydrolysoituja pektiinifraktioita (kuva 37) PAA-päällystetyllä PAA-geelillä täytetyllä kapil-
laarilla DP = 67 asti. He totesivat, että koska päällystetyssä, geelitäytteisessä kapillaarissa
elektro-osmoottista virtausta (EOF) ei esiinny, riippui galakturonihappoketjujen elektromigraatio
pelkästään niiden massasta ja varauksesta.
Sudor ja Novotny49 erottivat boraatilla kompleksoituja, CBQCA-derivatisoituja dekstraani-
polymeerejä kietoutuneella polyakryyliamidiliuoksella täytetystä kapillaarista. He huomasivat,
että polysakkaridit eivät erottuneet vakiopotentiaalissa 50-300 V/cm, koska ne venyivät.
Kirjoittajat huomauttivat, että tetraboraatti mahdollistaa neutraalien hiilihydraattien muuttamisen
varaukselliksi molekyyleiksi ja niiden migraation. Kuitenkin boraattikompleksoituvien polymee-
rien käytännöllinen moolimassan yläraja on Mw = 30000, koska suurempien polysakkaridi-
boraattikompleksien massa-varaussuhde on lähes vakio. Lisättyään systeemiin sähkökenttään
nähden 180° pulssitetun kentän, polymeerin reorientaatio pystyttiin palauttamaan ja työpari
onnistui erottamaan polydekstraaninäytteet koon mukaan moolimassa-alueella Mw = 8800-
2000000. CBQCA-johdokset havaittiin fluoresenssidetektorilla (LIF).
Toisessa työssään Sudor ja Novotny177 tutkivat S-karrageenanin oligomeerien liikkuvuutta
vapaassa sitraattipuskurissa ja kietotuneessa PAA-liuoksessa (25 mM sitraattipuskuri, pH 3,0).
He derivatisoivat oligomeerit ANTS:lla parantaakseen ja 6-aminokinoliinilla (AQ) heikentääk-
seen niiden varaus-kitkakerroinsuhdetta liuoksessa. Vapaassa elektrolyyttiliuoksessa työparin
onnistui erottaa ANTS- ja AQ-oligosakkaridit DP K 18 (Mw K 3200 g/mol) asti. Lisättyään elek-
trolyyttiliuokseen 1% lineaarista PAA-polymeeriä (Mw/PAA = 6]106 g/mol), ANTS-oligosakkaridit
erottuivat DP > 30 (Mw > 5400 g/mol) asti, mutta AQ-oligosakkaridit vain DP = 16 (Mw = 2900
g/mol) asti. Lisäksi AQ-oligosakkaridien migraatiojärjestys oli käänteinen verrattuna ANTS-
oligosakkaridien migraatioon. Kirjoittajien mukaan tulokset vahvistivat käsitystä siitä, että
varaus-kitkakerroinsuhteella on tärkeä tekijä neutraalien oligosakkaridien ohella on myös erittäin
polyelektrolyyttisten oligosakkaridien erottamisessa kietoutuneissa polymeeriliuoksissa.
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Kuva 37. CBQCA-derivatisoidun polygalakturonihapon erotus PAA-geelitäytteisessä
päällystetyssä kapillaarissa.172 Numerointi vastaa oligomeerien polymeroitumisastetta (DP).
Fluoresenssidetektori (Uex = 457 nm, Uem = 550 nm). Kapillaari: 32 cm x 50 Wm I.D., elektrolyyt-
tiliuos: 0,1M Tris/0,25M boraatti/2mM EDTA-puskuri (pH 8,48). Geeli: Polyakryyliamidi 18% T,
3% C.
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6. Menetelmien vertailu
Taulukossa 11 on lueteltu eri menetelmien moolimassa-alueita polysakkarideille. Koska saman-
kokoisen molekyylin moolimassa eri muotoisilla polymeereillä vaihtelee, ovat taulukossa esitetyt
moolimassat luonnollisesti vain arvioita.
Menetelmä Moolimassa-alue (g/mol)
Kokoekskluusiokromatografia (SEC) 102 - 108
Kenttävirtausfraktiointi (FFF) 103 - 1015   (normaali)
1010 - 1018  (steerinen)
FlFFF 104 - 1012
AsFFF 104 - 107
ThFFF 103 - 106
SdFFF 108 - 1018
EFFF 105 - 106
Kapillaarielektroforeesi (CE) 101 - 106
Taulukko 11. Kokoekskluusiokromatografian, kenttävirtausfraktioinnin ja kapillaarielektroforeesin kattamat
moolimassa-alueet hiilihydraattianalytiikassa. Tiedot viitteistä 10, 49, 60, 101, 118, 121, 123, 124, 138, 142,
163 ja 172.
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7. Yhteenveto ja johtopäätökset
Polysakkaridien erotusmenetelmiä käsittelevää kirjallisuutta tarkasteltaessa tulee jatkuvasti olla
hyvin kriittinen. Useimmissa artikkeleissa polysakkaridierotus tehdään vain yhdellä standardisoi-
dulla näytepolymeerillä, joka on yleensä neutraali polysakkaridi. Niissäkin artikkeleissa, joissa
tutkitaan useita erityyppisiä neutraaleja tai varauksellisia polysakkarideja, tehdään kaikille poly-
sakkaridityypeille erotukset erikseen. Heterogeenisten näytteiden erotuksia on tehty ainoastaan
pektiininäytteillä, jotka ovat luonnostaan polysakkaridiseoksia. Tutkimusryhmien käyttämät
näytteenkäsittely-, kalibrointi- ja analyysimenetelmät ovat usein outoja tai niiden yksityiskohtia
piilotellaan. Erittäin usein ryhmien tulosten tarkastelu on yksisilmäistä eikä artikkeleissa esitetä
(negatiivista eikä positiivista) kritiikkiä käytettyä menetelmää kohtaan. Esimerkkinä mainit-
takoon FFF- ja SEC -universaalikalibrointi ja -valonsironta-analyysit, jotka ovat useimpien
ryhmien hyväksymiä moolimassan mittausmenetelmiä. Hyvin usein vertailunäytteenä käytetään
dekstraania, joka on luonteeltaan haaroittunut glukoosipolymeeri. Dekstraanistandardien mooli-
massajakaumat ovat leveitä. Useissa artikkeleissa tätä kalibrointimenetelmää käytetään
varauksetta esimerkiksi polyelektrolyyttien tutkimiseen, vaikka teoriassa ja käytännössä on
osoitettu, että a) leveillä moolimassastandardeilla saadaan epätarkkoja kalibrointisuoria, koska
verrattuna kapeisiin standardeihin niiden Mark-Houwink-vakiot ja hydrodynaamiset tilavuudet
ovat nimellisesti samanpainoisilla näytteillä erilaiset ja b) universaalikalibroinnissa oletetaan
partikkelin muototekijäksi pallomaisen partikkelin muototekijä, mikä ei päde tarkalleen ottaen
erimuotoisilla molekyyleillä. Edelleen näillä lähtöoletuksilla mitataan molekyylien hyrrätilavuu-
det, joista arvioidaan näytepolymeerien haaroittuneisuusastetta. Kuitenkin, vertailtaessa eri
tutkijoiden tuloksia huomataan, että niissä haaroittuneisuuden mittana käytetyt Mark-Houwink-
vakiot ja hyrrätilavuudet eivät ole vertailukelpoisia. Kysymyksen tulosten luotettavuudesta
herättää myös useiden ryhmien aggregoituneiden polysakkaridien analyysit, joissa ajoliuoksena
käytetään sopimatonta liuotinta tai peräti tislattua vettä. Lisäksi yhdessäkään tarkastelussa ei
huomioitu kromatogrammien käsittelyssä näytteestä johtuvaa niin sanottua RI-detektorin
suolapiikkiä tai liuotinpiikkiä, jonka olen omissa pektiinin SEC-analyyseissäni - samoissa
olosuhteissa kuin artikkeleissa - huomannut olevan ehkä jopa suurin yksittäinen kromatogrammi-
en tulkinnan luotettavuutta heikentävä tekijä.
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Kokoekskluusiokromatografia, kenttävirtausfraktiointi ja kapillaarielektroforeesi soveltuvat
erikokoisten polysakkaridien erottamiseen. Kapillaarielektroforeesin erotusresoluutio on kiistatta
näistä menetelmistä paras, mutta se ei sovellu suurien molekyylien erottamiseen. Verrattuna ko-
koekskluusiokromatografiaan ja kenttävirtausfraktiointiin, kapillaarielektroforeesin moolimassa-
alue on myös kietoutuneissa polymeeriliuoksissa verrattain alhainen. Mainituista menetelmistä
kenttävirtausfraktioinnilla voidaan erottaa kaikista suurikokoisimpia partikkeleita, mutta
esimerkiksi sopivan eluentin puute ThFFF:ssa sekä FlFFF:n ja AsFFF:n membraanien
pidättämien molekyylien moolimassojen alarajat rajoittavat FFF:n käyttökelpoista moolimassa-
aluetta. Kokoekskluusiokromatografia on menetelmistä yleiskäyttöisin. Se soveltuu sekä
orgaanisissa liuottimissa että vesiliuoksissa tehtäviin polysakkaridien erotuksiin, mutta sen
verrattain huono erotusresoluutio, stationaarifaasi-polymeeri-vuorovaikutukset ja näytevyöhyk-
keiden leveneminen aiheuttavat virhettä mitattuihin moolimassoihin.
Systeemin kalibrointi on FFF:ssa ja SEC:ssa ongelmallista. CE:ssa varsinaista kalibrointia ei
suoriteta vaan tuloksia vertaillaan tunnettuihin malliyhdisteisiin. FFF:ssa vakiokentässä ja
SEC:ssa molekyylien retentioaika on verrannollinen niiden moolimassan logaritmiin. Vaikka
menetelmällä pystytään erottamaan eri kokoisia molekyylejä, hyvin pienistä molekyyleistä
erittäin suuriin partikkeleihin, on käytetyn kalibrointimenetelmän tarkkuus tärkeää. Erittäin
suurilla molekyyleillä pienetkin erot retentioajoissa aiheuttavat eksponentiaalisen virheen niiden
lasketuissa moolimassoissa. Ongelma koskee myös universaalikalibrointia, joka on varsin herkkä
yhdisteiden epänormaalille pidättymiselle kolonnissa tai virtauskanavassa. CE:ssa suoraan
elektroferogrammista voidaan laskea vain homologisen oligomeerisarjan koko. Heterogeenisillä
näytteillä molekyylien massan suhde varaukseen ei enää ole vakio, mikä vaikeuttaa elektrofero-
grammin tulkintaa.
Resoluution ja menetelmän moolimassa-alueen lisäksi myös analyysiaika on tärkeä seikka poly-
sakkaridierotuksissa. SEC:ssa tavallinen analyysiaika on noin puoli tuntia, FFF:ssa noin 10
minuuttia ja CE:ssa usein noin tunti. Kun otetaan huomioon näytteenkäsittelyaika, muuttuu
analyysin kokonaisaika huomattavasti. SEC:ssa ja FFF:ssa voidaan näyteliuokset valmistaa 10
minuutissa, johon sisältyy polysakkaridien liuotus ja liuoksen suodatus. Lisäksi tarvitaan usein
monen tunnin turvottamisaika ja vaivalloinen aggregaattien poistamisprosessi. CE:ssä liuotus-
ja suodatusvaiheiden lisäksi näyte tulee derivatisoida, mikä kestää näytteestä riippuen 4-24
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tuntia.158 Lisäksi, jos näyte sisältää kemialliselta rakenteeltaan erilaisia polymeerejä, jotka
derivatisoituvat eri mekanismeilla, toistettavan johdoksen muodostaminen on vaikeaa.47 Lisäksi
useilla polysakkarideilla näytteen derivatisoituminen ei ole täydellistä, vaan usein vain noin
puolet molekyyleistä on reagoinut johdoksenmuodostusreagenssin kanssa.
On oletettavissa, että SEC tulee jatkossakin olemaan nyt tutkituista kolmesta menetelmästä
käytetyin polysakkaridin moolimassan määritysmenetelmä. Liittämällä SEC:iin NMR- tai
massaspektrometrinen detektori, voidaan näytepolymeerien moolimassajakauma mitata varsin
tarkasti. Näiden detektorien käyttö SEC-ilmaisimina todennäköisesti lisääntyy. Lisäksi SEC:n
helppokäyttöisyys on huomionarvoista. Eluenttina voidaan käyttää melkein kaikkia liuottimia,
joihin näytepolymeeri liukenee (ottaen huomioon polymeeri-stationaarifaasivuorovaikutukset).
Sen sijaan FFF ei sovellu kaikentyyppisille polymeereille eikä liuottimille. Menetelmän verrattain
huono resoluutio estää sen soveltamista yhtä laajasti kuin SEC:aa. FFF on jäänyt marginaaliseksi
analyysimenetelmäksi. Toisin on kapillaarielektroforeesin laita. Sen käyttö polysakkaridien
analytiikassa todennäköisesti lisääntyy.  CE:n resoluutio on erinomainen vaikkakin menetelmän
moolimassa-alue on varsin pieni. Sen takia CE:lla ei voida erottaa suuria polymeerejä.
Sovelluksissa, joissa tarvitaan hyvää erotusresoluutiota, CE on oikea valinta.
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